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Kurzfassung
Ziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung ausgewählter Aspekte des Glucose-
stoffwechsels von Penicillium chrysogenum, dem wichtigsten Produktionsorganismus
für β-Laktam Antibiotika, unter Anwendung von Metabolomanalysen, 13C-Markierungs-
experimenten sowie 13C-Stoffflussanalysen.
Als Grundlage wurde zunächst ein Batch-Prozess zur Kultivierung von P. chrysogenum
auf definiertem Glucosemedium etabliert, der durch zwei charakteristische Wachstums-
phasen gekennzeichnet war. Während der ersten Phase wurde Glucose vollständig
verbraucht und sowohl Biomasse als auch Gluconat als typischer Overflow-Metabolit
gebildet. In der zweiten Phase wurde, während der Assimilation von Gluconat, neben
Biomasse auch Penicillin produziert. Mit dem etablierten Prozess konnten demnach in
Abhängigkeit der Substratverfügbarkeit zwei unterschiedliche metabolische Zustände
erfasst werden, die als Basis für alle weiteren Untersuchungen dienten.
Erstmals wurde für P. chrysogenum die parallele Verstoffwechselung von Glucose
und Gluconat unter Glucoseüberschussbedingungen nachgewiesen. Die mit Hilfe ei-
nes modellbasierten Ansatzes quantifizierten Substrataufnahmeraten zeigten eine Prä-
ferenz für die organische Säure. Im Gegensatz zu Glucose, wurde für Gluconat kein
reprimierender Effekt auf die Penicillinbildung beobachtet. Dies macht die organische
Säure als potentielles Substrat für die Penicillinproduktion interessant.
Anhand der durchgeführten stationären 13C-Stoffflussanalysen sowie der quantitativen
Erfassung extra- und intrazellulärer Metabolitspektren konnte die Umstellung des Me-
tabolismus in Abhängigkeit der Substratverfügbarkeit auf Ebene intrazellulärer Stoff-
flüsse bzw. Metabolitkonzentrationen nachgewiesen werden. Die 13C-Stoffflussanalysen
lieferten insbesondere Hinweise auf die Aktivität des Entner-Doudoroff-Weges bei allei-
niger Verstoffwechselung von Gluconat. Aufgrund der Vorteile hinsichtlich der direkten
Bereitstellung von Vorläufermetaboliten für die Penicillinbildung sowie Energie- und
Reduktionsäquivalenten im unteren Teil der Glycolyse, kann die Aktivität und Regula-
tion dieses Stoffwechselweges deshalb eine wichtige Zielgröße bei der Entwicklung neuer
Produktionsstämme sein.
Darüber hinaus wurde ein Konzept zur Kultivierung des filamentösen Pilzes in einem
mikrofluidischen Perfusionssystem entwickelt. Das System erlaubt die qualitative und
quantitative Untersuchung verschiedener Morphologien mittels mikroskopischer Ana-
lyse und liefert damit eine neue technische Lösung für das Stammscreening und die
Bioprozessentwicklung.

Abstract
Within this thesis the glucose metabolism in Penicillium chrysogenum, the most im-
portant production organism for β-lactam antibiotics, was investigated. Therefore,
different methods of Systems Biology, including metabolome analysis, 13C-labeling
experiments and 13C-metabolic flux analysis, were applied.
First, the cultivation of P. chrysogenum was established as a batch process on defined
glucose medium. This process served as the basis for all further analyses and showed two
characteristic growth phases. During the first phase glucose was fully metabolized and
both biomass and the typical overflow metabolite gluconate were produced. Within the
second growth phase, gluconate was metabolized after the depletion of glucose. Here
not only the formation of biomass, but also excretion of the product penicillin was ob-
served. Hence, depending on the respective carbon source, the batch process represents
two different metabolic states of the fungus.
In following studies, for the first time the simultaneous utilization of glucose and glu-
conate under glucose excess conditions was shown for P. chrysogenum. By applying
a model-driven approach the specific uptake rates for both substrates were estimated
and found to be significantly higher for gluconate. Moreover, gluconate consumption
did not interfere with penicillin production, making it an interesting alternative carbon
source for production purposes.
Furthermore, a distinct metabolic switch in dependence of the actual carbon source was
demonstrated on metabolome and fluxome level. For that purpose intra- and extracel-
lular metabolites were quantified and stationary 13C-metabolic flux analyses were con-
ducted. The determined intracellular flux distributions indicated the Entner-Doudoroff
pathway to be active during the second growth phase, when P. chrysogenum metabo-
lizes gluconate as the sole carbon and energy source. This pathway could be beneficial
for the direct supply of precursors for penicillin biosynthesis as well as of energy and
reducing equivalents in the lower part of glycolysis. Therefore, studying the activity
and regulation of the Entner-Doudoroff pathway might be of special interest regarding
the development of new producer strains.
In addition, a concept for the cultivation of the filamentous fungus in a microfluidic per-
fusion system was developed. Applying microscopic image analyses, the system enables
qualitative and quantitative studies of growth and morphogenesis, thereby providing
new options for the characterization of producer strains and for bioprocess develop-
ment.
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1 Einleitung
Filamentöse Pilze zählen zu den wichtigsten Produktionsorganismen der Biotechno-
logie. Ihre Produkte finden Anwendung in der chemischen Industrie (z.B. organische
Säuren aus Aspergillus) und der Lebensmittelindustrie (z.B. Pectinasen aus Rhizopus),
aber insbesondere bei der Antibiotikaherstellung in der Pharmaindustrie (Ward 2012,
Walisko et al. 2012, Papagianni 2004). Insgesamt 65 % der weltweit produzierten An-
tibiotika gehören zu den β-Laktamen (Elander 2003). Der wichtigste Produktions-
organismus für Vertreter dieser Gruppe, wie z.B. Penicillin oder Cephalosporin, ist
Penicillium chrysogenum (Nielsen 1997). Die jährliche Produktion von Penicillin liegt
bei über 60.000 Tonnen und der Marktpreis bei nur 5 US-$ pro kg (Rokem et al. 2007).
Penicillin stellt das Paradebeispiel für die biotechnologische Produktion von Pharma-
zeutika dar. Bis heute erfolgt die Herstellung mittels mikrobieller Verfahren.
Nach den ersten antibiotischen Beobachtungen durch Alexander Fleming im Jahr 1929
(Fleming 1929) und der erfolgreichen Anwendung von Penicillin im Menschen (Abra-
ham et al. 1941), wurde erst 1944 während des zweiten Weltkrieges der erste Pro-
duktionsstamm von P. chrysogenum isoliert (Raper et al. 1944). Seitdem konnte im
Rahmen von Stammentwicklungen der Titer um mehr als das 1000-fache gesteigert
werden (vgl. Abbildung 1.1, Elander 2003).
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Abbildung 1.1: Entwicklung von Penicillinproduktion, -Preis und -Titer. Daten beru-
hen auf Schätzwerten (entnommen aus Rokem et al. 2007, Kleijn 2007,
Demain 2006, Elander 2003).
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2 1 Einleitung
Zunächst wurde mit ungerichteter Mutagenese und Screening-Methoden die Produk-
tivität der Stämme verbessert. Später wurden andere Zielgrößen, wie z.B. die Mor-
phologie, die Verwendung alternativer billigerer Substrate oder die Minimierung von
Nebenprodukten mit dem Ziel der Prozessoptimierung verfolgt (Demain 2006).
Für die heutige moderne Stammentwicklung kommen zunehmend Methoden der quan-
titativen Omics-Technologien (Genomics, Transcriptomics, Proteomics, Metabolomics,
Fluxomics) zum Einsatz, die die Grundlage systembiologischer Ansätze darstellen. Da-
bei ermöglicht die fortschreitende Sequenzierung und Annotierung des Genoms von
P. chrysogenum zunächst einen Informationsgewinn über potentielle Stoffwechselreak-
tionen und deren Regulation (van den Berg et al. 2008). Die Anwendung der Metabolom-
und Stoffflussanalyse trägt dann entscheidend zum Verständnis der tatsächlichen, zu-
standsabhängigen metabolischen Vorgänge bei (Zamboni und Sauer 2009). Insgesamt
wird dadurch zusätzlich die Identifizierung geeigneter Targets unterstützt und die Vor-
aussetzung für ein gerichtetes Vorgehen bei der Entwicklung neuer Produktionsstämme
durch Metabolic Engineering geschaffen (Thykaer und Nielsen 2003).
Der Schlüssel zum Verständnis und der damit verbundenen Verbesserung der Bildung
sekundärer Metabolite wie Penicillin liegt im Zentralstoffwechsel. Die Versorgung mit
Vorläufermetaboliten, Energie- und Reduktionsäquivalenten aus dem Primärstoffwech-
sel wurde bereits als entscheidender Engpass bei der Penicillin-Biosynthese identifiziert.
Hierfür sprechen die Ergebnisse sowohl aus Transkriptomanalysen (z.B. van den Berg
et al. 2008), als auch Metabolom- und Stoffflussanalysen (z.B. Nasution et al. 2008,
van Gulik et al. 2000, Christensen et al. 2000).
Ein ganzheitliches Verständnis der biochemischen Vorgänge im Produktionsorganismus
P. chrysogenum kann dazu beitragen, bestehende Produktionsprozesse zu optimieren
und darüber hinaus die Herstellung neuer semi-synthetischer Antibiotika zu begünsti-
gen.
Die vorliegende Arbeit beschäftigt sich mit der Untersuchung ausgewählter Aspekte
des Glucosestoffwechsels von P. chrysogenum unter Anwendung systembiologischer
Methoden der Metabolomanalyse, 13C-Markierungsexperimente sowie 13C-Stofffluss-
analyse.
2 Zielsetzung der Arbeit
Die vorliegende Arbeit ist Teil einer Kooperation mit der Sandoz GmbH, Kundl
(Österreich). Ziel des Projektes ist die Charakterisierung des Glucosestoffwechsels von
Penicillium chrysogenum, dem wichtigsten industriell genutzten Produktionsorganis-
mus für β-Laktam Antibiotika, unter Nutzung systembiologischer Ansätze. Insbeson-
dere die Anwendung quantitativer Omics-Technologien trägt zum ganzheitlichen Ver-
ständnis biologischer Systeme bei und bildet somit die Grundlage für die zielgerich-
tete Optimierung industrieller Produktionsstämme bzw. -prozesse in der Biotechno-
logie. Der Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit liegt deshalb auf der Untersuchung
des Stoffwechsels von P. chrysogenum mittels Metabolomanalysen, 13C-Markierungs-
experimenten und 13C-Stoffflussanalysen.
Konkret ergeben sich hieraus die folgenden Aufgabenstellungen:
1. Prozessentwicklung für die Bioreaktorkultivierung von P. chrysogenum auf de-
finiertem Glucosemedium zur Durchführung von 13C-Markierungsexperimenten
und stationären 13C-Stoffflussanalysen (Einstellung der Morphologie, sowie eines
metabolisch und isotopisch stationären Zustandes).
2. Charakterisierung der Verstoffwechselung von Glucose und der organischen Säure
Gluconat, einem für Penicillium typischen Overflow-Metaboliten, bei Glucose-
überschussbedingungen.
3. Durchführung von stationären 13C-Stoffflussanalysen zur Analyse der intrazellu-
lären Stoffflussverteilung während einer Batch-Kultivierung auf definiertem
Glucosemedium.
4. Methodenentwicklung zur absoluten Metabolitquantifizierung und Anwendung
zur Analyse des Exo- und Endometaboloms.
5. Entwicklung eines Konzeptes zur Untersuchung morphologischer Zustände und
Wachstumsparameter filamentöser Organismen in einem mikrofluidischen
Perfusionssystem.
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3 Theoretische Grundlagen
3.1 Penicillium chrysogenum
Die Gattung Penicillium, auch Pinselschimmel genannt, verdankt ihren Namen der
Struktur ihres Luftmyzels mit einer dichten, pinselförmigen Anordnung von Konidio-
phoren (Sporenträger). Sie gehört zur Abteilung der Ascomyceten (Schlauchpilze, Ains-
worth und Bisby 2011). Filamentöse Schimmelpilze wachsen in der Natur als Sapro-
bionten überwiegend auf toten organischen Substanzen und ihre Energiegewinnung
erfolgt chemoorganoheterotroph (Kück und Reiß 2009).
3.1.1 Penicillin
Aufgrund seiner wirtschaftlichen Bedeutung ist P. chrysogenum (früher häufig auch als
P. notatum bezeichnet, Samson et al. 1977) der bekannteste Vertreter seiner Gattung.
Die industrielle Produktion des vom Pilz sekretierten Antibiotikums Penicillin erfolgt
seit jeher mit Stämmen von P. chrysogenum. Mittels mikrobieller Kultivierung werden
natürliche, bio-synthetische oder Ausgangssubstanzen für semi-synthetische Penicilline
hergestellt (Nielsen 1997).
Penicillin zählt zu den β-Laktam Antibiotika. Der β-Laktam-Ring im Zentrum der
Penicillinstruktur (vgl. Abbildung 3.1) ähnelt dem Substrat (N-acetylglucosamin) der
bakteriellen Transpeptidase, welche die Quervernetzung der Peptidoglykane in Zellwän-
den wachsender Bakterien katalysiert. Penicillin bindet irreversibel an das Enzym und
verhindert so die Ausbildung funktionsfähiger Zellwände, was den Verlust osmotischer
Stabilität und die Lyse der Bakterienzelle zur Folge hat. Die in manchen Bakterienar-
ten vorkommenden β-Laktamasen können die Ringstruktur des Penicillins spalten und
vermitteln so Resistenzen gegenüber dem Antibiotikum (Heisig 2006).
Abbildung 3.1: Penicillinstruktur mit β-Laktam-Ring (blau) und der für PenicillinV
spezifischen Phenoxy-Seitenkette (rot).
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3.1.2 Wachstum und Morphologie
In Flüssigkultur beginnt der Lebenszyklus von Penicillium mit der Sporenkeimung.
Diese Entwicklungsstufe wird unterteilt in die Abschnitte Sporenschwellen (durch Was-
seraufnahme), Keimung und Längenwachstum des Keimfadens (Paul et al. 1993). Der
Keimfaden entwickelt sich im Folgenden zu einer mehrzelligen Hyphe. Durch den Trans-
port von Cytoplasma und Bausteinen für die Zellwandsynthese mittels Vesikeln in die
apikalen Zellen, wächst der Pilz ausschließlich an den Hyphenspitzen (apikales Spitzen-
wachstum, Fiddy und Trinci 1976). Nach einer anfänglichen Versorgung mit Speicher-
stoffen aus der Spore, erfolgt die spätere Nährstoffaufnahme aus dem Medium (Papa-
gianni 2004). Ab einer kritischen Längenzunahme erfolgt die Unterteilung der Hyphe
durch Septen. Diese sind perforiert, so dass sie durchgängig sind für Cytoplasma und
Transportvesikel. Die Entstehung des netzartigen Myzels von Penicillium kommt da-
durch zustande, dass sich, ausgehend von den einzelnen Hyphen, Verzweigungen bilden,
die sich wiederum durch apikales Spitzenwachstum zu Hyphen entwickeln. Ein solches
Verzweigungsereignis korreliert häufig mit der intrazellulären Akkumulation von Vesi-
keln an Septen der subapikalen Zellen und ermöglicht die vereinfachte Beschreibung
der Biomassezunahme durch exponentielles Wachstum (Trinci 1974, Wucherpfennig et
al. 2010).
In Abhängigkeit ihrer Entfernung zur apikalen Spitze (und somit ihres Alters) erfüllen
die Zellen einer Hyphe unterschiedliche Aufgaben (s. Abbildung 3.2). Im Allgemeinen
kann man drei Regionen unterscheiden (Nielsen 1997):
• Wachsende Regionen mit apikalen Zellen an der Hyphenspitze.
• Nicht-wachsende Regionen mit durch Septen getrennten subapikalen Zellen. Sie
erfüllen Funktionen des Transports, der Nährstoffaufnahme und beherbergen ne-
ben Organellen auch die Reaktionen der Penicillin-Biosynthese (Birol et al. 2002,
Zangirolami et al. 1997).
• Degenerierte und zum Teil autolysierte Regionen an der Basis der Hyphe. Hier
dient die vermehrte Bildung von Vakuolen der Aufrechterhaltung des Zelldrucks,
welcher überhaupt erst einen Transport von Cytoplasma ermöglicht (Paul et al.
1994). Auch die mit zunehmendem Zellalter auftretende Autolyse (enzymatische
Selbstverdauung) korreliert mit der Vakuolenbildung (White et al. 2002).
Aufgrund dieser Zelldifferenzierung spricht man allgemein auch von einer Heterogeni-
tät der Pilzhyphe.
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apikale Zellen: 
wachsende Region 
nicht-wachsende Region 
Vakuolen leere Region 
autolysierte  
Region 
degenerierte Region 
Abbildung 3.2: Differenzierung der Zellregionen in Hyphen von P. chrysogenum. Ab-
bildung verändert nach Paul und Thomas 1996.
Generell werden bei filamentösen Pilzen zwei Arten von Morphologie unterschieden
(Nielsen 1992). Die strukturellen Charakteristika einzelner Hyphen, z.B. Hyphenlänge,
Verzweigungshäufigkeit oder Anzahl apikaler Spitzen bezeichnet man als mikrosko-
pische Morphologie. Sie wird durch die Medienzusammensetzung, Scherkräfte und
den pH-Wert beeinflusst (Nielsen 1997). Aus der Interaktion einzelner Hyphen können
entweder hyphiges Myzel, lockere Aggregate oder dichte Pellets resultieren (Cox et al.
1998). Die Art der Interaktion hängt dabei von der Hyphenkonzentration im Medium
(abhängig von der initialen Sporenkonzentration) sowie der mikroskopischen Morpho-
logie ab.
Die makroskopische Morphologie beschreibt die Eigenschaften von Pellets (z.B.
Größe, Form, Textur). Es ist davon auszugehen, dass der innere Bereich von Pellets
aus degenerierten Zellregionen besteht, da die Versorgung mit Sauerstoff und Substra-
ten deutlich schlechter ist im Vergleich zum Myzel (Grimm et al. 2005, Wittler et al.
1986). Die Ursache für die makroskopische Morphologie konnte jedoch bisher noch nicht
allgemeingültig geklärt werden.
Die komplexe Morphologie des filamentösen Pilzes stellt auch besondere Anforderungen
an die technische Realisierung industrieller Produktionsprozesse. Zahlreiche (teilweise
widersprüchliche) Studien untersuchen den engen Zusammenhang zwischen Prozess-
parametern (z.B. Energieeintrag, Sauerstoffkonzentration, pH-Wert), Produktivität,
Morphologie und Rheologie des Kulturansatzes (Reviews u.a. Wucherpfennig et al.
2010, Grimm et al. 2005, Papagianni 2004, Pazouki und Panda 2000, Gibbs et al.
2000).
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3.1.3 Stoffwechsel
Der Stoffwechsel von P. chrysogenum wurde bereits intensiv und detailliert untersucht.
Eine ausführliche Darstellung bietet beispielsweise Nielsen 1997. Das folgende Kapitel
ist lediglich eine Betrachtung ausgewählter und für die vorliegende Arbeit relevanter
Aspekte des Primär- und Sekundärmetabolismus von P. chrysogenum.
Zentralstoffwechsel
Die im Cytosol von P. chrysogenum vorhandenen Hauptabbauwege für Kohlenstoff-
quellen sind der Embden-Meyerhof-Parnas-Weg (EMP, Glycolyse), der Pentose-
phosphatweg (PPP) sowie der Entner-Doudoroff-Weg (ED). Die Enzyme dieser drei
Wege (Pitt und Mosley 1985a, Pitt und Mosley 1985b, Knight und Sih 1956, Sih et al.
1957) sowie des in den Mitochondrien lokalisierten Citratzyklus (TCA, Pitt und Mos-
ley 1986, Goldschmidt et al. 1956) wurden in Penicillium nachgewiesen und teilweise
charakterisiert. Eine zusammenfassende Darstellung des Zentralstoffwechsels und der
Knotenpunkte für Aminosäure-Biosynthesewege ist Abbildung 3.3 zu entnehmen.
Penicillin wird ausgehend von den Aminosäuren Cystein (CYS), Valin (VAL) sowie
α-Aminoadipat (2AAA) gebildet. Die wichtigsten Vorstufen aus dem Zentralstoffwech-
sel für die Produktbildung sind demnach 3-Phosphoglycerat (3PG), Pyruvat (PYR)
und α-Ketoglutarat (AKG). Aus zahlreichen Studien ist bekannt, dass die kontinuier-
liche Versorgung mit Vorläufermetaboliten, Energie- und Reduktionsäquivalenten aus
dem Primärstoffwechsel essentiell ist und den häufigsten Engpass bei der Penicillin-
Biosynthese darstellt (z.B. Nasution et al. 2008, Gunnarsson et al. 2004, van Gulik
et al. 2000).
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Abbildung 3.3: Vereinfachte schematische Darstellung des Zentralstoffwechsels von
P. chrysogenum. EMP, PPP, ED, und ANA sind im Cytosol, TCA
in Mitochondrien und GLYX in Glyoxysomen lokalisiert. Abbildung
verändert nach Zhao et al. 2012. Alle Stoffwechsel-Abbildungen erstellt
mit der Software Omix.
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Gluconatstoffwechsel
Die organische Säure Gluconat ist ein typischer Overflow-Metabolit bei Wachstum auf
Glucose und kann P. chrysogenum als Kohlenstoffquelle dienen (Mason und Righelato
1976). Nach Aufnahme in die Zelle durch unspezifische Transporter erfolgt unmittelbar
eine Phosphorylierung mittels Gluconokinase zu 6-Phosphogluconat (6PG) (vgl. Abbil-
dung 3.3, Nielsen 1997). Neben dem PPP, kann 6PG auch über den ED weiter verstoff-
wechselt werden. Für die entsprechenden Enzyme des ED-Weges (6-Phosphogluconat-
Dehydratase und KDPG-Aldolase) wurden in Penicillium allerdings viel geringere Ak-
tivitäten als für die Enzyme des EMP und PPP nachgewiesen, weshalb ihm eine eher
untergeordnete Rolle zugesprochen wird (Pitt und Mosley 1985a). Auch die Ergebnisse
der NADPH-abhängigen Fluoreszenzmessung bei Nielsen et al. 1994 legen eine vorwie-
gende Aktivität des PPP bei Wachstum auf Gluconat nahe.
Bislang wird angenommen, dass P. chrysogenum bei Glucoseüberschuss im Medium
den Zucker zuerst verstoffwechselt und danach das daraus gebildete Overflow-Gluconat
bei einsetzender Glucoselimitierung (Nielsen et al. 1994). Eine parallele Aufnahme
dieser beiden Kohlenstoffquellen wurde nur bei niedrigen Konzentrationen in einem
Glucose-limitierten Chemostat-Prozess beobachtet (Kleijn et al. 2006).
Gluconat wird in Pilzen durch das extrazelluläre Enzym Glucoseoxidase (GOD)
gebildet (Eriksson et al. 1987, Cochrane 1958). GOD katalysiert die Oxidation von
Glucose zu Gluconolakton, welches spontan zur organischen Säure Gluconat hydroly-
siert (Wong et al. 2008, Wilson und Turner 1992). Zur Regeneration des im aktiven
Zentrum befindlichen Cofaktors Flavin werden die Elektronen auf molekularen Sauer-
stoff übertragen. Es entsteht Wasserstoffperoxid, welches für den antibiotischen Effekt
von GOD verantwortlich ist (Leiter et al. 2004). Früher war das Enzym deshalb auch
unter den Namen Penicillin B oder Notatin bekannt (Bentley 1963, Keilin und Har-
tree 1948). In P. chrysogenum geht die GOD-Produktion auch mit einer erhöhten
Katalase-Aktivität einher, um sich vor dem oxidativen Stress zu schützen (Sami et al.
2001, Petruccioli und Federici 1993). Die Sekretion von GOD ist mit hohen Zucker-
konzentrationen assoziiert (Leiter et al. 2004) und konnte demnach nicht in Glucose-
limitierten Chemostatkultivierungen mit P. chrysogenum beobachtet werden (Harris
et al. 2006, Kleijn et al. 2006).
Die Produktion von organischen Säuren wie Gluconat, Laktat oder Citrat verschafft
P. chrysogenum und anderen Pilzen in der Natur einen Wachstumsvorteil. Zum einen
können nicht alle Mikroorganismen diese Kohlenstoffquellen nutzen und zum anderen
tritt durch die Ansäuerung der Umgebung eine Wachstumsinhibierung möglicher Nähr-
stoffkonkurrenten ein. Außerdem begünstigt der niedrige pH-Wert durch Chelatbildung
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die Löslichkeit von Metallionen, was zu einer Erschließung sonst eher ungünstiger Le-
bensräume führt (Magnuson und Lasure 2004).
Penicillin-Biosynthese
Die Penicillin-Biosynthese (s. Abbildung 3.4) ist in verschiedenen Kompartimenten lo-
kalisiert (vgl. Evers et al. 2004, Müller et al. 1991). Sie beginnt im Cytosol mit der
Kondensation von 2AAA und den beiden Aminosäuren CYS und VAL zum Tripep-
tid ACV (δ-(L-α-Aminoadipyl)-L-Cysteyl-D-Valin) mittels des Enzyms ACV-Synthase.
Die Aminosäuren werden in den Mitochondrien gebildet. Anschließend erfolgt die Reak-
tion von ACV zu Isopenicillin N (IPN) katalysiert durch die IPN-Synthase und unter
Bildung des charakteristischen β-Laktam-Rings. Im letzten Schritt wird die spezifi-
sche Seitenkette übertragen. Hierzu muss der Seitenkettenprecursor (bei PenicillinV
(PenV) ist das Phenoxyacetat (POA)) zunächst mittels Acetyl-CoA (ACCOA) und
dem Enzym CoA-Ligase zu einem CoA-Ester aktiviert werden. Nachfolgend wird unter
Freisetzung von 2AAA mit Hilfe des Enzyms Acyl-CoA-Isopenicillin N-Acyltransferase
PenV synthetisiert. Beide Schritte finden in den Peroxisomen statt. Bekannte Neben-
produkte sind 6-Aminopenicillansäure (6APA), 8-Hydroxy-Penicillisäure (8HPA) und
6-Oxo-Piperidin-2-Carboxylsäure (6OPC). Für ein Mol Penicillin werden theoretisch
11 NADH, 5 ATP und 7 NADPH benötigt, wobei der experimentell bestimmte reale
Bedarf weit höher liegt (van Gulik et al. 2001, van Gulik et al. 2000).
Abbildung 3.4: Penicillin-Biosynthese in P. chrysogenum. ACVS: ACV-Synthase;
IPNS: Isopenicillin N-Synthase; IAT: Acyl-CoA-Isopenicillin N-
Acyltransferase. Abbildung verändert nach Douma et al. 2010 und
Evers et al. 2004.
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Es ist bekannt, dass die Penicillin-Biosynthese komplexen Regulationsmechanismen
unterliegt (Übersicht z.B. bei Rokem et al. 2007 oder Brakhage et al. 2004). Hier-
zu gehören unter anderem die Promotorstruktur beteiligter Gencluster, Kohlenstoff-,
Stickstoff- und Phosphatquellen sowie der pH-Wert. Die Regulation erfolgt auf allen
Ebenen des Stoffwechsels, d.h. vom Genom bis zum Fluxom.
Die Abhängigkeit zwischen der Penicillin-Biosynthese als Sekundärmetabolismus von
der Verfügbarkeit der Primärstoffwechselmetabolite wurde bereits im Abschnitt über
den Zentralstoffwechsel in diesem Kapitel erörtert.
3.2 Metabolomanalyse für P. chrysogenum
Der Begriff Metabolom beschreibt die Gesamtheit aller Stoffwechselintermediate
(Metabolite) eines biologischen Systems. Die Metabolomanalyse (oder Metabolomics)
befasst sich mit der qualitativen Identifizierung und der quantitativen Bestimmung von
Metaboliten in einem biochemischen Netzwerk (Oldiges et al. 2007). In Prozess- oder
Stammentwicklung kann die Analyse des Exo- und Endometaboloms (Gesamtheit der
extra- bzw. intrazellulären Metabolite) beispielsweise für verschiedene Wachstumsbe-
dingungen (z.B. Substrate) und Prozessphasen (z.B. Wachstum, Produktion Sekun-
därmetabolite) erfolgen und trägt somit entscheidend zum Verständnis intrazellulärer
biochemischer Vorgänge bei. Damit schaffen sie die Grundlage für gerichtete Verbesse-
rungen von Produktionsstämmen mittels Metabolic Engineering (Thykaer und Nielsen
2003).
Im Bereich der Metabolomics kommt neben der Bestimmung absoluter Metabolitkon-
zentrationen auch die relative Quantifizierung von Massenisotopomeren der intrazel-
lulären Metabolite in 13C-Markierungsexperimenten zum Einsatz (Klein und Heinzle
2012). Mit Bezug auf den untersuchten Organismus P. chrysogenum werden im Fol-
genden beide Vorgehensweisen erläutert und jeweils Beispiele für die Anwendung der
Methode vorgestellt.
3.2.1 Gerichtete absolute Quantifizierung intra- und extrazellulärer
Metabolite
Grundsätzlich gilt, dass eine Methode zur Metabolomanalyse immer für das spezifische
biologische System optimiert sein sollte (Canelas et al. 2009, Hiller et al. 2007, Oldiges
und Takors 2005). Aus diesem Grund existieren je nach Organismus und Fokus der
Studien zahlreiche verschiedene Methoden zur Metabolitquantifizierung (Reviews z.B.
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Mashego et al. 2007, Dunn et al. 2005). Im Allgemeinen bestehen die Methoden aus den
Schritten Probenahme, Quenching, Zellseparation, Zellaufschluss, Metabolitextraktion
und Quantifizierung (Abbildung 3.5). Im Folgenden werden die einzelnen Schritte kurz
vorgestellt und diskutiert.
Quantifizierung 
      Waschlösung (W) Zellseparation 
      Biomassebestimmung (BTM) 
      Kulturüberstand (CS) 
Probenahme 
      Quenchingüberstand (QS) Quenching 
      Zellextrakt (EX) 
Zellaufschluss 
und Extraktion 
Abbildung 3.5: Probenprozessierung für die intrazelluläre Metabolitquantifizierung bei
P. chrysogenum. Dargestellt sind die Arbeitsschritte und jeweiligen
Probenarten, welche für eine vertrauenswürdige Bestimmung von Me-
tabolitkonzentrationen benötigt werden (Erläuterung im Text).
Probenahme und Quenching
Aufgrund der schnellen Umsatzzeiten intrazellulärer Metabolite ist ein sofortiges Ab-
stoppen des Stoffwechsels (Quenching) nach der Probenahme essentiell für eine quan-
titative Analyse. Dieses wird üblicherweise durch extreme pH-Werte (z.B. durch Per-
chlorsäure, Weuster-Botz 1997), Hitze (z.B. Schaub et al. 2006) oder kalte Lösungs-
mittel (z.B. kaltes Methanol (MeOH), de Jonge et al. 2012) realisiert. Bei der Metho-
denentwicklung spielen darüber hinaus Aspekte wie die genaue Zusammensetzung der
Quenchinglösung (de Jonge et al. 2012) oder die Quenchingeffizienz (Inaktivierungsgrad
des Stoffwechsels, Meinert et al. 2013) eine Rolle. Ein weiteres Kriterium ist die Destabi-
lisierung der Zellmembran während des Quenchings, wodurch ungewünscht Metabolite
während der Probenprozessierung austreten können (Leakage, Wittmann et al. 2004).
Zusammenhänge mit der Molekülgröße und Ladung sprechen bei P. chrysogenum für
Leakage als einen diffusiven Prozess (de Jonge et al. 2012). In jedem Fall muss das
Leakage quantifiziert und für die Berechnung der Metabolitkonzentration berücksich-
tigt werden (Mashego et al. 2007). Einen guten Überblick bezüglich schneller Probe-
nahme und Quenching für quantitative Metabolomanalysen bietet van Gulik 2010.
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Weitere wichtige Parameter bei der Probenahme sind das Probenvolumen und die ent-
sprechende Biomassekonzentration, aus der die Metabolite extrahiert werden sollen.
Üblicherweise dient das intrazelluläre Volumen als Bezugsgröße für die Angabe der in-
trazellulären Metabolitkonzentration. Für P. chrysogenum ist dies gegenwärtig nur mit
sehr aufwändigen, indirekten und ungenauen Methoden messbar. Bei Packer et al. 1992
erfolgt die Volumenschätzung beispielsweise anhand mikroskopischer Bildanalysen von
fixierten Proben. Des Weiteren ist eine Schätzung aus dem Verhältnis von Biofeucht-,
Biotrockenmasse und extrazellulärem Volumen der Biofeuchtmasse (mittels kolorime-
trischem Inulin Assay bestimmt) möglich (Slayman und Tatum 1964).
Aufgrund dieser Umstände wird das intrazelluläre Volumen oft vereinfacht mit einem
fixen Faktor aus der Biomasse abgeschätzt (z.B. Zhao et al. 2012, Cao et al. 2011,
Jaklitsch et al. 1986). Allerdings wurde bereits gezeigt, dass das Verhältnis von Bio-
masse zu intrazellulärem Volumen, vor allem bei filamentösen Pilzen, sehr variabel ist
(für P. chrysogenum gezeigt bei Packer et al. 1992). Aus diesem Grund ist bislang
die Biotrockenmasse die gängige Bezugsgröße für intrazelluläre Konzentrationsanga-
ben bei diesem Pilz (z.B. Nasution et al. 2008, Seifar et al. 2008). Eine Unterscheidung
nach aktiver und inaktiver Biomasse (vgl. Kapitel 3.1.2) ist folglich ebenfalls nicht
möglich.
Zellseparation
Nach dem Quenching werden die Zellen entweder aus der Quenchinglösung abgetrennt
(sequentielles Quenching, de Koning und van Dam 1992) oder die Metabolitextraktion
erfolgt aus dem gesamten Gemisch (simultanes Quenching, z.B. Schaub et al. 2006).
Letzteres Vorgehen hat unter anderem den Nachteil, dass die Quantifizierung von Meta-
boliten, die intrazellulär in sehr kleinen und extrazellulär sehr großen Konzentrationen
vorkommen, nicht möglich ist (Douma et al. 2010). Dies gilt insbesondere für Produkte
wie Penicillin. Außerdem verschlechtert der große Verdünnungsfaktor häufig die Detek-
tierbarkeit der Metabolite (Villas-Bôas et al. 2005).
Die Zellseparation kann entweder über Zentrifugation oder Filtration erfolgen. Sie soll-
te möglichst schnell, vollständig und unter Quenchingbedingungen (niedrige Tempe-
raturen) durchführbar sein. Für P. chrysogenum kann aufgrund seiner filamentösen
Morphologie keine effektive Biomassetrennung mittels Zentrifugation erreicht werden
(Nasution et al. 2006a). Zudem erhöht der Zentrifugationsschritt die Kontaktzeit der
Zellen mit der Quenchinglösung und damit das Leakage (de Jonge et al. 2012, Canelas
et al. 2008). Die Filtration ist deshalb für P. chrysogenum die Methode der Wahl und
ermöglicht eine schnelle und effektive Biomasseseparation sowie die einfache Umsetzung
eines zusätzlichen Waschschritts zur Entfernung extrazellulärer Metabolite (Douma et
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al. 2010). Die Wahl des Filtermaterials ist abhängig von den Kriterien Biomasseverlust,
Filtrationsgeschwindigkeit und Totvolumen (Lauterbach 2013).
Zellaufschluss und Extraktion
Der Zellaufschluss kann entweder physikalisch (z.B. Mörsern), biologisch (durch En-
zyme) oder durch die Zugabe desintegrierender Chemikalien (z.B. Chloroform) erfolgen
(Mashego et al. 2007). Vorteil der Verwendung von Chloroform ist die gleichzeitige
Fällung von Proteinen aus der Extraktphase, was die Probe für die spätere Analytik
aufreinigt (mögliche Co-Elution bei der LC-MS/MS-Messung).
Für die anschließende Metabolitextraktion existiert je nach Metabolitspektrum und
Organismus ebenfalls eine Vielfalt an Methoden (z.B. heißes Wasser, heißes Ethanol
(EtOH), Perchlorsäure, kaltes MeOH). Es muss an dieser Stelle darauf hingewiesen
werden, dass bislang kein allgemeingültiges und optimales Extraktionsmittel für alle
Metabolite (z.B. polare und unpolare Moleküle) existiert (Villas-Bôas et al. 2005). Bei
Hajjaj et al. 1998 wird für den Quenching- und Extraktionsschritt bei filamentösen
Pilzen die Verwendung von kaltem MeOH für Metabolite empfohlen, die sowohl intra-
als auch extrazellulär vorliegen. Dadurch, dass die meisten polaren Metabolite gut in
MeOH löslich sind, kann damit ein breites Metabolitspektrum abgebildet werden.
Quantifizierung
Moderne Analysetechniken für die Detektion niedermolekularer Metabolite sind neben
der Kernspinresonanzspektroskopie (nuclear magnetic resonance, NMR) die Massen-
spektrometrie (MS) gekoppelt mit Gas- (GC) oder Flüssigkeitschromatographie (LC).
Einen Überblick der analytischen Methoden mit ihren Vor- und Nachteilen geben z.B.
Oldiges et al. 2007 oder Dunn et al. 2005. Vorteile der in dieser Arbeit angewen-
deten LC-MS/MS-Analytik sind die hohe Sensitivität der Methode sowie der große
lineare Messbereich. Aufgrund der Messung spezifischer Masse/Ladungs-Verhältnisse
(m/z) erlaubt die Methode die gerichtete Detektion von Metaboliten und ihrer Massen-
isotopomere (vgl. Abschnitt 3.2.2). Die grundlegenden Prinzipien der Trennung mittels
LC und MS sind ausführlich in der Literatur (z.B. Budzikiewicz und Schäfer 2012, Wink
2004) beschrieben und werden daher hier nicht näher erläutert.
Aufgrund ihrer Wirkung auf die chemischen Eigenschaften der Moleküle, wird die
Ionisierungseffizienz in der Ionenquelle des Massenspektrometers maßgeblich durch die
Probenmatrix beeinflusst. Um diese Matrixeffekte bei der Analyse mittels LC-MS/MS
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auszugleichen, kann die Methode der isotopenverdünnten Massenspektrometrie (iso-
tope dilution mass spectrometry, IDMS) angewendet werden (Wu et al. 2005). Als in-
terner Standard, welcher 13C-markierte Analoga jedes Metaboliten enthält, können
Zellextrakte des zu untersuchenden Organismus aus einer Kultivierung auf isotopisch
markiertem Substrat dienen (Meinert 2012). Die erfolgreiche Anwendung eines solchen
internen Standards für die Metabolitquantifizierung in P. chrysogenum wurde bereits
nachgewiesen (Nasution et al. 2006a).
Wie aus der Erläuterung der Probenprozessierung hervorgeht, ist für eine genaue Quan-
tifizierung intrazellulärer Metabolite die Analyse verschiedener Probenarten notwendig
(vgl. Abbildung 3.5 und ausführlich in Kapitel 4.3.2). Sie ermöglichen die Korrektur
von Leakage-Effekten, ohne die es zwangsläufig zu einer systematischen Unterschätzung
der intrazellulären Metabolitkonzentrationen kommt.
3.2.2 Gerichtete relative Quantifizierung intrazellulärer
Massenisotopomere
Mittels 13C-Markierungsexperimenten ist es einerseits möglich, zusätzliche Informa-
tionen über die Aktivität bestimmter Stoffwechselwege zu erhalten. Andererseits bil-
den die Markierungsdaten die Grundlage für die isotopenbasierte 13C-Stoffflussanalyse
(Kapitel 3.3). Substrate mit einem definierten Anteil eines stabilen Isotops (z.B. 1-13C-
Glucose) werden für die Durchführung von 13C-Markierungsexperimenten eingesetzt.
Abhängig von der isotopischen Markierung der eingesetzten Substrate und der intra-
zellulären Stoffflussverteilung ergeben sich für jeden Metabolit definierte Markierungs-
zustände. Diese werden als Isotopomere bezeichnet (Kurzform für isotopische Isome-
re). Die Anzahl möglicher Isotopomere, d.h. Kombinationen von 12C und 13C, ist für
ein Molekül mit n Kohlenstoffatomen 2n (Wiechert et al. 1999, Möllney et al. 1999).
Massenisotopomere sind die Summen aller Isotopomere mit der gleichen Anzahl mar-
kierter Kohlenstoffatome und können mittels MS-Messtechnik getrennt quantifiziert
werden (gleiches m/z Verhältnis, vgl. Abbildung 3.6). Für ein Molekül mit n Kohlen-
stoffatomen existieren n+1 Massenisotopomere. Sie werden in der vorliegenden Arbeit
mit m.x bezeichnet, wobei x den Wert der Massenänderung, d.h. der Anzahl an 13C-
Atomen, annimmt.
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Abbildung 3.6: Mögliche Markierungszustände für ein Molekül mit 3 Kohlenstoff-
atomen und daraus resultierende Massenisotopomere m.0 -m.3. Abbil-
dung verändert nach Villadsen 2011.
3.2.3 Anwendungsbeispiele für P. chrysogenum
In diversen Studien wurden Metabolomanalysen bislang mit unterschiedlichen absolu-
ten Quantifizierungsmethoden für P. chrysogenum durchgeführt. Insbesondere die Zu-
sammenhänge zwischen Zentralstoffwechsel und Penicillinproduktion standen dabei im
Fokus der Untersuchungen. Ausgewählte Beispiele werden im Folgenden vorgestellt.
Bei Nasution et al. wurde eine bestehende Quenching und Extraktionsmethode für He-
fen auf die Anwendung für P. chrysogenum angepasst. Der Vergleich der intrazellulären
Metabolitkonzentrationen zwischen beiden Organismen bei gleichen Kultivierungsbe-
dingungen zeigte neben vielen Gemeinsamkeiten auch Abweichungen. Für die hohen
Konzentrationen von PYR und allen TCA-Metaboliten wurde ein Zusammenhang mit
der Penicillinproduktion, d.h. dem hohen Bedarf an Vorläufermetaboliten und Ener-
gieäquivalenten diskutiert (Nasution et al. 2006a).
Die Dynamiken der Metabolitkonzentrationen auf einen Glucose-Puls wurden bei Na-
sution et al. 2006b untersucht. Sie dienten der Aufklärung von in vivo Kinetiken des
Primärstoffwechsels und durch Integration in kinetischen Modellen dem Verständnis
der Beziehungen zwischen Primär- und Sekundärmetabolismus.
Eine weitere Anwendungsmöglichkeit der Metabolomanalyse ist der Vergleich von Me-
tabolitkonzentrationen aus Proben verschiedener Prozesszeitpunkte für einen Prozess
im industriellen bzw. Pilotmaßstab (Ding et al. 2012). Ein solcher Ansatz ermöglicht
die Untersuchung von Scale-Up Effekten und liefert Ansatzpunkte für die Prozessent-
wicklung.
Intrazelluläre Metabolitkonzentrationen sind darüber hinaus eine unverzichtbare Da-
tengrundlage für instationäre metabolische 13C-Stoffflussanalysen (Zhao et al. 2012).
Die relative Quantifizierung intrazellulärer Massenisotopomere im Zuge von
13C-Markierungsexperimenten diente in P. chrysogenum bislang immer der Anwen-
dung im Rahmen von Stoffflussanalysen (z.B. van Winden et al. 2003).
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3.3 13C-Stoffflussanalyse für P. chrysogenum
Die metabolische Stoffflussanalyse (metabolic flux analysis, MFA) ist eine Methode zur
Untersuchung des Stoffwechsels auf Stofffluss-Ebene (Fluxomics). Ziel ist die Quanti-
fizierung der in vivo Stoffflüsse, d.h der durch Enzyme katalysierten Reaktionsraten
innerhalb eines Stoffwechselnetzwerkes. Diese Informationen liefern wertvolle Hinweise
für mögliche Ansätze zur gerichteten Verbesserung von Stoffwechselleistungen mittels
Metabolic Engineering (Nielsen 1998, Bailey et al. 1990). Grundlegend wird hierbei
zwischen der rein stöchiometrisch-basierten und der isotopenbasierten Stoffflussanalyse
unterschieden. Aufgrund der thematischen Ausrichtung der vorliegenden Arbeit, wird
im Folgenden lediglich das Prinzip der stationären 13C-Stoffflussanalyse (13C-MFA)
näher erläutert und anschließend die Herausforderungen und Anwendung der Methode
für P. chrysogenum diskutiert.
3.3.1 Prinzip
Das Prinzip der 13C-MFA beruht auf der modellgestützten Schätzung intrazellulärer
Stoffflüsse durch die Integration extrazellulärer Raten und Markierungsverteilungen in-
trazellulärer Metabolite (aus 13C-Markierungsexperimenten mit Substraten bekannter
isotopischer Zusammensetzung, Abbildung 3.7).
Metabolite 
Biomasse 
Produkt 
Zelle 
13C-markierte Substratmischung 
Nebenprodukt 
extrazelluläre 
Raten 
intrazelluläre 
Flüsse 
+ 
Markierungs- 
information  % 
13C   
= 
Abbildung 3.7: Prinzip der 13C-MFA. Durch Integration extrazellulärer Raten und in-
trazellulärer Markierungsinformationen in ein Stoffwechselmodell kön-
nen intrazelluläre Stoffflüsse geschätzt werden. Abbildung verändert
nach Wiechert 2001.
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Dabei wird der Umstand genutzt, dass bei metabolischer und isotopischer Stationa-
rität die Markierungsverteilung in intrazellulären Metaboliten ausschließlich von der
jeweiligen intrazellulären Stoffflusslage abhängt. Eine notwendige Voraussetzung für
die Durchführung einer stationären 13C-MFA ist folglich ein sowohl metabolisch als
auch isotopisch stationärer Zustand während der Beprobung. Metabolische Stationari-
tät, d.h. keine Änderung der Metabolitkonzentrationen, ist einerseits für einen Chemo-
staten als auch für die exponentielle Wachstumsphase eines Batch-Prozesses anzuneh-
men (Wiechert 2001). Hieraus folgt, dass 13C-MFA in Batch-Prozessen immer Stoff-
flussverteilungen bei maximaler Wachstumsrate liefern, während Chemostat-Prozesse
auch Untersuchungen für verschiedene Wachstumsraten erlauben.
Das Vorgehen bei der 13C-MFA gliedert sich in die Schritte Modellbildung, Experiment
und Simulation (s. Abbildung 3.8).
Simulation 
Multi-Start Optimierung 
Statistische Analyse 
Experiment 
13C-Markierungsexperiment 
Extrazelluläre Raten 
Intrazelluläre Markierungsdaten 
Modellbildung 
Stoffwechselmodell 
C-Atom Transitionsnetzwerk 
Experimentelle Versuchsplanung 
Abbildung 3.8: Prinzipielles Vorgehen bei der 13C-MFA.
Im Rahmen der Modellbildung werden alle berücksichtigten Stoffwechselreaktionen
als Gleichungen in Form eines stöchiometrischen C-Atom Transitionsnetzwerks for-
muliert.
Kernelement des experimentellen Teils ist das 13C-Markierungsexperiment (vgl. Ka-
pitel 3.2.2). Durch die Integration intrazellulärer Markierungsinformationen besteht
die Möglichkeit, auch parallele Stoffwechselwege, bidirektionale Reaktionen und meta-
bolische Ringreaktionen aufzulösen (Wiechert 2001). Entscheidend für die Auflösung
der Stoffflüsse mittels 13C-MFA ist dabei u.a. die isotopische Zusammensetzung des
Substrates, weshalb jedes Markierungsexperiment in Abhängigkeit der jeweiligen Fra-
gestellung sorgfältig geplant werden muss (Antoniewicz 2013, Möllney et al. 1999).
Zudem konnte bereits gezeigt werden, dass auch der Einsatz paralleler Markierungs-
experimente die Genauigkeit der Methode verbessert (Crown und Antoniewicz 2013).
Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit genutzten Markierungsinformationen stammen
aus Messungen mittels LC-MS/MS. Vorteil dieser Methode gegenüber anderen analy-
tischen Verfahren (NMR, GC-MS) ist ihre hohe Sensitivität sowie die Möglichkeit zur
direkten Analyse der Isotopenverteilung in intrazellulären Metaboliten, in denen sich im
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Vergleich zu Biomassekomponenten schnell ein isotopisch stationärer Zustand einstellt
(Wiechert und Nöh 2005). Einschränkungen ergeben sich aus der Notwendigkeit zum
unmittelbaren Abstoppen des Metabolismus und demnach einer aufwändigeren Pro-
benprozessierung (vgl. Quenching und Metabolitextraktion in Kapitel 3.2). Außerdem
erlaubt die Methode keine Unterscheidung nach Zellkompartimenten bzw. Berücksich-
tigung der Zelldifferenzierung in Pilzhyphen (vgl. Kapitel 3.1.2).
Die Bestimmung der extrazellulären Raten erfolgt anhand experimenteller Daten aus
entsprechenden Referenzexperimenten und geeigneten mathematischen Ansätzen (z.B.
mit Hilfe eines Prozessmodells). Hierzu gehören Wachstums-, Substrataufnahme-,
Produkt- und Nebenproduktbildungsraten (inkl. CO2-Bildung).
Im Rahmen der Simulation erfolgt die Integration aller Messdaten in das Stoffwechsel-
modell und die iterative Anpassung der simulierten an die experimentellen Daten auf
Grundlage eines Optimierungsverfahrens. Am Ende wird eine Stoffflussverteilung im
gewählten metabolischen Netzwerk erhalten, welche die experimentellen Daten am Bes-
ten abbildet. Auf die mathematischen Grundlagen der 13C-MFA soll an dieser Stelle
nicht näher eingegangen werden. Es sei stattdessen auf die Fachliteratur verwiesen
(Wiechert und Wurzel 2001, Wiechert et al. 1999, Wiechert et al. 1997).
3.3.2 Herausforderungen und Anwendung für P. chrysogenum
Die 13C-MFA wurde ursprünglich für prokaryotische Organismen etabliert und ange-
wendet (z.B. für Escherichia coli bei Wahl et al. 2004, für Corynebacterium glutamicum
bei Bartek et al. 2011, für Bacillus subtilis bei Dauner et al. 2001). Bei der Übertra-
gung auf eukaryotische Systeme wie P. chrysogenum gibt es eine Reihe zusätzlicher
Herausforderungen, welche durch deren spezifische Eigenschaften begründet sind. Eine
gute Einschätzung der methodischen Einschränkungen und Lösungsansätze wird bei
Zamboni 2011 und Niklas et al. 2010 gegeben. Im Fokus stehen dabei Kompartimen-
tierung und Zelldifferenzierung, Komplexmedien, genomweite Netzwerkmodelle sowie
die Notwendigkeit langer Markierungszeiten.
Um die Voraussetzungen für die Anwendung der 13C-MFA erfüllen zu können, wird in
Studien mit P. chrysogenum meist auf einen Modellprozess mit definiertem Medium
zurückgegriffen (z.B. Chemostat-Prozess bei Kleijn et al. 2006 oder Christensen et al.
2000). Dem Problem der langen Markierungszeiten wird durch Auswahl einer passenden
Analytikmethode begegnet. Die Analytik mittels LC-MS erlaubt die direkte Messung
von Massenisotopomeren intrazellulärer Metabolite (Kleijn et al. 2006), während mit-
tels NMR Messungen (van Winden et al. 2003) und GC-MS Messungen (Christensen
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und Nielsen 2000) der Markierungszustand der Biomasse (in proteinogenen Amino-
säuren) erfasst wird. Zur Zeit existiert keine Probenprozessierung, welche die direkte,
kompartimentaufgelöste Messung von Metaboliten erlaubt (z.B. cytosolisches und mi-
tochondriales PYR, vgl. Abbildung 3.3). Dies ist mit ein Grund dafür, dass für die
13C-MFA häufig fokussierte Netzwerke verwendet werden.
Kleijn et al. wendete zum ersten Mal direkte Messungen von Massenisotopomeren 13C-
markierter intrazellulärer Metabolite aus dem Zentralstoffwechsel zur 13C-MFA für
Penicillium an (Kleijn et al. 2006).
Schwerpunkt der 13C-MFA-Studien für P. chrysogenum ist die Bestimmung des PPP
split ratio bei verschiedenen Prozessbedingungen (Zhao et al. 2008, Kleijn et al. 2007,
Kleijn et al. 2006, Christensen et al. 2001). Mittels stöchiometrischer MFA konnte be-
reits gezeigt werden, dass NADPH (van Gulik et al. 2000) und ATP (van Gulik et al.
2001) wahrscheinlich die limitierenden Faktoren für die Produktbildung darstellen. Un-
terstützt werden diese Annahmen durch die von Nasution et al. vorgestellten Ergebnisse
der Kombination von Metabolitkonzentrationen und Stoffflüssen. Die gezeigten Daten
lassen darauf schließen, dass der Fluss in Richtung Penicillin-Biosynthese hauptsäch-
lich von der CYS-Konzentration und damit von der NADPH-Verfügbarkeit abhängig
ist. Darüber hinaus könnte auch die Limitation der ACV-Synthase durch ATP eine
maßgebliche Rolle spielen (Nasution et al. 2008).
Des weiteren wurde auch über eine Verschiebung der Stoffflusslage unter Produktions-
bedingungen zugunsten der im Primärstoffwechsel gebildeten Precursor 3PG, PYR,
AKG und ACCOA spekuliert (Rokem et al. 2007, Christensen et al. 2000, van Gulik
et al. 2000).
Schließlich wurden erste instationäre 13C-MFA für P. chrysogenum durchgeführt und
schaffen Einblicke in den Speicherstoffwechsel des Organismus (Zhao et al. 2012).

4 Material und Methoden
Alle für diese Arbeit verwendeten Chemikalien, Geräte und Software sind Anhang A.1
zu entnehmen.
4.1 Kultivierungstechnik
4.1.1 Stamm
Alle Experimente wurden mit dem Stamm P. chrysogenum P14-B1 durchgeführt. Es
handelt sich hierbei um einen hoch produktiven Stamm, der ausgehend vom Panlabs
Stamm P2 weiterentwickelt wurde (Lein 1986). Zur Inokulation wurde eine Sporen-
suspension bekannter Lebendkeimzahl (LKZ) verwendet, die von der Sandoz GmbH
(Kundl, Österreich) zur Verfügung gestellt und bis zur Verwendung bei 4 ◦C für maxi-
mal 4 Monate gelagert wurde.
4.1.2 Kulturmedien und Lösungen
Alle Medien und Lösungen wurden, wenn nicht anders angegeben, mit VE-H2O ange-
setzt und bei 121 ◦C für 20 min autoklaviert.
Das Vorkultur I (VK I) Medium (Tabelle 4.1) enthielt die komplexe Stickstoffquelle
CSL (Corn Steep Liquor, Liggett und Koﬄer 1948) und wurde zu je 100 mL in 500 mL
Erlenmeyerkolben aliquotiert autoklaviert.
Tabelle 4.1: VK I-Medium (verändert nach Li et al. 2005).
Saccharose, kristallin 18.0 g L−1
Glucose·H2O 3.0 g L−1
Calciumcarbonat, gefällt 3.8 g L−1
Maisquellwasser (CSL) 26.0 g L−1
ad H2O (VE)
nativer pH-Wert 5.6–5.9
steriler pH-Wert 5.9–6.1
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Das Vorkultur II (VK II) Medium (Tabelle 4.2) wurde ebenfalls in Schüttelkolben au-
toklaviert (50 mL Medium pro 500 mL Erlenmeyerkolben). Die Spurenelementelösung
(Tabelle 4.3) wurde bei 4 ◦C für maximal 9 Monate gelagert.
Tabelle 4.2: VK II-Medium.
Saccharose, kristallin 30.0 g L−1
Laktose·H2O 10.0 g L−1
Harnstoff, techn., formaldehydfrei 2.5 g L−1
Ammoniumsulfat, techn. 5.0 g L−1
Kaliumdihydrogenphosphat, z.A. 0.5 g L−1
Calciumchlorid·2H2O, techn. 4.0 g L−1
MOPS 10.0 g L−1
Spurenelementelösung 6.0 mL L−1
ad H2O (VE)
nativer pH-Wert 3.8–4.8
pH-Korrektur mit 3 M KOH 5.3
steriler pH-Wert 6.3–6.8
Tabelle 4.3: Spurenelementelösung für VK II und HK-Medium.
Eisen(II)sulfat·7H2O, kristallin 0.4 g L−1
Kupfer(II)sulfat·5H2O, z.A. 0.2 g L−1
Zinksulfat·7H2O, z.A. 0.8 g L−1
Mangan(II)sulfat·H2O, reinst 0.4 g L−1
ad H2O (VE)
pH-Korrektur mit H2SO4 (30 %) 2.0
Für beide Prozessarten (Chemostat und Batch) wurde das gleiche Hauptkultur (HK)
Medium (Tabelle 4.4) verwendet. Es wurde entweder in Schottflaschen aliquotiert
(Chemostat-Prozess) oder direkt im Reaktor (Batch-Prozess) für 30 min autoklaviert.
Die Glucosekonzentration wurde nach dem Autoklavieren mit Hilfe einer sterilen
Glucose·H2O Stammlösung eingestellt. Das Antischaummittel PPG wurde demMedium
ebenfalls steril zugesetzt.
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Tabelle 4.4: HK-Medium (verändert nach Nasution et al. 2006a).
Ammoniumsulfat, techn. 5.0 g L−1
Magnesiumsulfat·7H2O, techn. 0.5 g L−1
Kaliumdihydrogenphosphat, z.A. 1.0 g L−1
Natriumphenoxyacetat 1.8 g L−1
Spurenelementelösung 10.0 mL L−1
Glucose·H2O aus Stammlösung 16.5 g L−1
PPG 1.0 mL L−1
ad H2O (VE)
nativer pH-Wert 5.0–6.5
4.1.3 Prozessführung
Bei den durchgeführten Kultivierungen handelt es sich um einen dreistufigen Prozess,
bestehend aus VK I, VK II und HK. Die HK wurde entweder als Chemostat oder
Batch-Prozess ausgeführt.
Vorkultur
VK I diente der Sporenkeimung. Es wurden je 100 mL Medium in 500 mL Erlenmeyer-
kolben (ohne Schikanen, Wattestopfen) auf eine Sporeneinsaat von 4× 109 SporenL−1
mit Hilfe von serologischen Pipetten angeimpft. Die Kultivierung erfolgte für 48 h bei
25 ◦C und 240 rpm (bei 45 mm Hub).
VK II diente der Biomassebildung und wurde unter den gleichen Bedingungen für 58 h
durchgeführt. Je 50 mL VK II-Medium (Schüttelkolben analog zu VK I) wurden mit
7.5 mL VK I mittels serologischer Pipetten angeimpft.
Zur Bewertung der Vorkulturen wurden zum Kultivierungsende pH-Wert und Bio-
feuchtmasse (BFM) bestimmt.
Chemostat-Prozess
Wurde die HK als Chemostat-Prozess ausgeführt, wurde standardmäßig ein paralleles
Bioreaktorsystem (DasGip AG, Jülich) mit einem Arbeitsvolumen von 300 mL verwen-
det. Die Vorbereitung des Systems erfolgte nach Herstellerangaben. Wenn nicht anders
angegeben, wurden die in Tabelle 4.5 zusammengefassten Prozessparameter gewählt.
Gestartet wurde der Prozess durch die Zugabe von 50 mL Inokulum aus VK II mittels
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steriler Spritzen. Der Beginn der Dosierung des Feedmediums sowie der Start des kon-
tinuierlichen Abpumpens von Suspension aus dem Bioreaktor (mittels eines Füllstand-
gekoppelten Abpumprohrs mit geeignetem Durchmesser) erfolgte manuell.
Tabelle 4.5: Prozessparameter der HK im Chemostat-Verfahren.
Arbeitsvolumen 300 mL
Inokulum 15 % (v v−1) VK II
Temperatur* 25 ◦C
Rührersystem Rührfisch
Rührerdrehzahl 900 rpm
Begasungsrate 1.7 vvm
O2 in Zuluft 21 %
pH-Wert* 6.4
pH-Regelung 15 % H2SO4, 4 M NaOH
Start Chemostatbetrieb abh. von pO2- und CO2-Signal
Feedrate im Chemostat 15 mL h−1 bei µ = 0.05 h−1
Antischaum (PPG) 0.1 mL alle 24 h, ab 72 h 0.3 mL
Prozessdauer 24 bis >100 h
* geregelte Parameter
Batch-Prozess
Alternativ wurde die HK als Batch-Verfahren in einem parallelen Bioreaktorsystem
(DasGip AG, Jülich) mit einem Arbeitsvolumen von 1 L ausgeführt. Die Vorbereitung
des Kultivierungssystems erfolgte nach Herstellerangaben. Alle standardmäßig verwen-
deten Prozessparameter sind Tabelle 4.6 zu entnehmen. Das Inokulum (150 mL VK II)
wurde über Pumpen aus sterilen Schottflaschen in die Bioreaktoren überführt.
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Tabelle 4.6: Prozessparameter der HK im Batch-Verfahren.
Arbeitsvolumen 1 L
Inokulum 15 % (v v−1) VK II
Temperatur* 25 ◦C
Rührersystem Scheibenrührer (2x 6-Blatt)
Rührerdrehzahl 500 rpm
Begasungsrate 1 vvm
O2 in Zuluft 21 %
pH-Wert* 6.4
pH-Regelung 15 % H2SO4, 4 M NaOH
Antischaum PPG
Prozessdauer 24–30 h
* geregelte Parameter
13C-Markierungsexperimente
Für die 13C-MFA wurden zwei Markierungsexperimente mit unterschiedlichen Substrat-
mischungen durchgeführt. Beim Markierungsexperiment 1 (13C-Mix) wurde eine Mi-
schung aus 20 % vollständig markierter U-13C (99 % 13C), 60 % 1-13C (98–99 % 13C)
und 20 % unmarkierter Glucose eingesetzt. Im Markierungsexperiment 2 (13C1) diente
ausschließlich Glucose mit isotopisch markiertem C1-Atom (1-13C-Glucose, 98–99 %
13C) als Substrat.
4.2 Prozessanalytik
4.2.1 Online Analytik
Folgende Parameter wurden während der Kultivierungen im Bioreaktor kontinuierlich
gemessen und aufgezeichnet: CO2- und O2-Anteil der Abluft (Abgasanalytik), pH-Wert,
Temperatur und Sauerstoffpartialdruck (pO2) mittels Sonden.
Bei allen 13C-Markierungsexperimenten wurde zusätzlich mittels eines externen FT-
IR-Gasanalysators der Anteil an unmarkiertem 12CO2 und markiertem 13CO2 in der
Abluft bestimmt.
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4.2.2 Biomassebestimmung
Zur Bewertung der Vorkulturen im Schüttelkolben wurde die BFM bestimmt. Die Be-
urteilung des Wachstums der HK im Bioreaktor erfolgte anhand der Biotrockenmasse
(BTM). Die genauere Biomassebestimmung anhand der BTM konnte für die Vorkul-
turen nicht angewendet werden, da das Ergebnis unmittelbar vorliegen musste und die
hohen Biomassekonzentrationen der Vorkulturen ein Filtrieren der Suspension verhin-
derte.
Biofeuchtmasse
Je 10 mL homogen durchmischter Zellsuspension wurden in skalierten Zentrifugenröhr-
chen in einer Ausschwingzentrifuge für 10 min bei 4500 rpm und Raumtemperatur zen-
trifugiert. Unmittelbar nach Beendigung der Sedimentation wurde die BFM abgelesen
und relativ in [%] angegeben. Die Messung erfolgte in vierfachen Replikaten.
Biotrockenmasse
Zur Bestimmung der BTM wurden je nach Experiment und zur Verfügung stehendem
Probenvolumen zwei verschiedene gravimetrische Methoden angewendet. Die Überein-
stimmung beider Methoden in ihren Ergebnissen konnte zuvor anhand von Vergleichs-
messungen sichergestellt werden.
Methode 1: Je 5 mL gut durchmischter Zellsuspension wurden mittels Unterdruck in
zuvor getrockneten und gewogenen Glassintertiegeln (Porosität 4, Schott Duran, Wert-
heim) filtriert und mit je 20 mL NaCl (0.9 % wv−1) gewaschen. Anschließend wurden
die Tiegel für mindestens 24 h bei 80 ◦C getrocknet und nach dem Auskühlen im Ex-
sikkator erneut gewogen. Aus der Differenz wurde die BTM in [g L−1] berechnet. Die
Messung erfolgte mindestens als Duplikat.
Methode 2: Die Biomasse von je 1 mL gut durchmischter Zellsuspension wurde mittels
Membranfilter (CA 0.45 µm, Sartorius) abgetrennt, mit 20 mL H2O (VE) gewaschen,
getrocknet und gewogen. Zuvor wurden alle Membranfilter mit je 20 mL H2O (VE)
gewaschen, für mindestens 3 h bei 80 ◦C getrocknet und nach dem Auskühlen im Ex-
sikkator gewogen. Aus der Differenz wurde die BTM in [g L−1] berechnet. Die Messung
erfolgte in Dreifachbestimmung.
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4.2.3 Enzymatische Glucosebestimmung
Die prozessbegleitende Bestimmung der Glucosekonzentration im Medium erfolgte mit-
tels Glucoseanalyzer im Messbereich von 0.9–9 g L−1. Die Messung erfolgt enzymatisch-
amperometrisch durch das an einer Membran immobilisierte Enzym Glucoseoxidase
(GOD) und der Reduktion von Wasserstoffperoxid (H2O2) an einer Platinelektrode:
Reaktion an der Enzymmembran:
C6H12O6
D-Glucose
+ O2
[GOD/FAD]−−−−−−−→ C6H10O6
D-Gluconolacton
+ H2O2
Wasserstoffperoxid
Reaktion an der Elektrode:
H2O2
[Pt Elektrode]−−−−−−−−→ 2H+ + O2 + 2 e–
Der resultierende Strom ist proportional zur Glucosekonzentration der Probe. Je nach
Alter der Membran wurden 15–40µL zellfreier Überstand (CA 0.2 µm) mit je 1 mL
Analysepuffer (pro Liter: 6.3 g Na2HPO4, 1.2 g NaH2PO4, 1.5 g Natriumbenzoat, 0.5 g
Dinatrium-EDTA, 2.5 g NaCl, ad H2O (VE), pH7.3) gemischt und in Vierfachbestim-
mung vermessen. Erforderliche Verdünnungen wurden mit H2O (VE) ausgeführt. Die
Quantifizierung erfolgte durch Referenz mit einem 2 g L−1 Standard.
4.2.4 Gluconatbestimmung
Die absolute Quantifizierung von Gluconat in zellfreien Überständen (CA 0.2 µm) er-
folgte in Doppelbestimmung auf einer organic acid column (CS-Chromatography) mit-
tels HPLC. Bei einer Säulentemperatur von 40 ◦C und einem Fluss von 0.5 mL min−1
wurde isokratisch mit 0.1 M H2SO4 als mobiler Phase eluiert. Wenn notwendig, wurden
die Proben mit H2O (VE) in den linearen Messbereich von 0.25–25 mM verdünnt.
4.2.5 Penicillinbestimmung
PenicillinV wurde mittels RP-Chromatographie auf einer C18-Säule nach Angaben des
Kooperationspartners analysiert.
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4.2.6 Aktivitätsbestimmung von GOD
Die Bestimmung der extrazellulären GOD-Aktivität wurde angelehnt an die spektrome-
trische Methode von Ciucu und Patroescu 1984 durchgeführt. Das Messprinzip beruht
auf der Reduktion von p-Benzochinon (BQ) zu Hydrochinon (HQ):
β−D−Glucose + BQ + H2O
[GOD]−−−→ D−Gluconat + HQ
Der Reaktionsmix enthielt pro Messung 0.5 M Glucose, 0.025 % BQ sowie 2.5 mM Na-
Citrat-Puffer (pH5) und wurde aus den entsprechenden Stammlösungen (Ciucu und
Patroescu 1984) frisch angesetzt. Nach 5 min Äquilibrieren bei Raumtemperatur wurde
die Reaktion durch Zugabe von 50 µL zellfreien Überstands (CA 0.2 µm) pro mL Re-
aktionsmix gestartet und die Zunahme der Absorbtion von HQ bei 290 nm für 5 min
gemessen. Alle Messungen wurden in Doppelbestimmung durchgeführt und die volu-
metrische GOD-Aktivität aus der Absorbtionsänderung nach folgender Gleichung be-
rechnet:
Aktivität = ∆A290 · Vges
d · ε · VP (4.1)
Aktivität [U mL−1] volumetrische GOD-Aktivität
∆A290 [min−1] Absorbtionsänderung bei 290 nm
Vges [mL] Gesamtvolumen der Küvette
d [cm] Durchmesser der Küvette
ε [mL cm−1 µmol−1] molarer Extinktionskoeffizient von HQ bei 290 nm
VP [mL] Probenvolumen
4.2.7 Ungerichtete Überstandsanalytik mittels GC-ToF-MS
Die ungerichtete Analyse von Kulturüberständen mittels GC-ToF-MS (gas-chromato-
graphy time-of-flight mass-spectrometry) wurde, wie bei Paczia et al. 2012 beschrieben,
vorgenommen. Je 130 µL zellfreier Überstand (CA 0.2 µm) wurden über Nacht lyophili-
siert und anschließend eine Derivatisierung mit 50 µL MeOX (20 mg mL−1
O-methylhydroxyl-amine in Pyridin) bei 30 ◦C und 600 rpm für 90 min im Thermomi-
xer durchgeführt. Eine Derivatisierung mit 80 µL MSTFA (N-acetyl-N-(trimethylsilyl)-
trifluoroacetamid) erfolgte anschließend unter gleichen Bedingungen bei 40 ◦C.
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Alle Messungen wurden mit einem Injektionsvolumen von 1 µL bei 280 ◦C Injektortem-
peratur und unterschiedlichen Split-Modi durchgeführt. Die chromatographische Tren-
nung erfolgte auf einer 30 m FactorFour VF-5ms (+10 m Vorsäule, Helium Flussrate
1 mL min−1) unter Verwendung eines Temperaturprofils (2 min 60 ◦C, +12 ◦C min−1 bis
300 ◦C für 8 min). Das an die GC gekoppelte ToF-MS wurde im positiven EI Modus
betrieben, wobei zur Ionisierung 70 eV bei 180 ◦C Quelltemperatur gewählt wurden.
Mit Hilfe verschiedener Datenbanken (JuPoD, NIST, GMD) konnten die gemessenen
Metabolite identifiziert werden.
4.2.8 Berechnung von Prozesskenngrößen
Obwohl das Hyphenwachstum linear erfolgt, kann aufgrund von Hyphenverzweigungen
das Pilzwachstum vereinfacht als exponentiell beschrieben werden (Wucherpfennig et
al. 2010). Die Wachstumsrate µ wurde während der exponentiellen Phase mit folgender
Formel bestimmt:
µ = ln(BTM(t2))− ln(BTM(t1))
t2 − t1 (4.2)
µ [h−1] spezifische Wachstumsrate
BTM [g L−1] Biotrockenmasse
t [h] Zeit
Der integrale Ertragskoeffizient YXS wurde aus der gebildeten Biomasse und dem ver-
brauchten Substrat wie folgt berechnet:
YXS =
BTM(t2)− BTM(t1)
S(t2)− S(t1) (4.3)
YXS [gBTM gS−1] Ertragskoeffizient
S [g L−1] Substratkonzentration
4.3 Metabolomanalyse
Je nach Fokus der Experimente kamen verschiedene Methoden der Probenprozessie-
rung und Analytik zum Einsatz. Die Probenprozessierung gliedert sich in die Schritte
Probenahme, Quenching, Zellseparation, Zellaufschluss und Metabolitextraktion (vgl.
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Kapitel 3.2.1). Die anschließende gerichtete Metabolitanalyse mittels LC-MS/MS er-
folgte entweder zur relativen Quantifizierung intrazellulärer Massenisotopomere oder
zur absoluten Quantifizierung intra- und extrazellulärer Metabolitkonzentrationen.
4.3.1 Probenprozessierung
Die durchgeführten Verfahrensschritte basieren auf der Methode von Oldiges et al.
2007. Zur sofortigen Inaktivierung des Stoffwechsels nach der Probenahme wurde me-
thanolisches Quenching durchgeführt. Aufgrund der noch möglichen enzymatischen
Aktivität und der Thermolabilität vieler Metabolite dürfen die Proben während der
gesamten Aufarbeitung eine Temperatur von−20 ◦C nicht überschreiten. Daher wurden
alle Arbeitsschritte möglichst schnell und wenn möglich im EtOH-Kühlbad (−30 ◦C)
bzw. auf Eis und mit vorgekühlten Chemikalien durchgeführt (s. Tabelle 4.7).
Tabelle 4.7: Quenching-Chemikalien.
Lösung Zusammensetzung
Quenching-Lsg. 60 % (v v−1) MeOH, ca. −50 ◦C
TE-Puffer 10 mM TRIS, 1 mM EDTA, pH7.0, 4 ◦C
MeOH 100 %, −20 ◦C
Chloroform 100 %, −20 ◦C
flüssiger Stickstoff
Wenn nicht anders angegeben, wurde entsprechend des Experimentes wie im Folgenden
beschrieben vorgegangen.
Instationäres 13C-Markierungsexperiment (Chemostat)
Zu jedem Probenahmezeitpunkt wurden je 6 mL Zellsuspension aus dem Bioreaktor
entnommen, im Verhältnis 1:4 mit vorgelegter Quenching-Lösung gemischt (in Spritze)
und die Biomasse unmittelbar über einen 100 µm Nylonfilter (Sefar AG, Heiden,
Schweiz) abgetrennt. Der in ein 15 mL Falcon überführte Biomassefilter wurde in flüssi-
gem N2 schockgefroren. Es wurden zwei parallele Bioreaktoren auf diese Weise beprobt.
Zur weiteren Aufarbeitung wurden die Filter aus den Falcons entnommen und die Bio-
masse unter flüssigem N2 gemörsert. Die gemörserte Masse wurde in ein weiteres 15 mL
Falcon überführt, in 2 mL TE-Puffer/MeOH (Verhältnis 1:1) resuspendiert und nach
Zugabe von 2 mL Chloroform im Überkopfschüttler bei −20 ◦C für 24 h extrahiert. Die
anschließende Phasentrennung erfolgte durch Zentrifugation bei −20 ◦C und 10 397·g
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für 10 min. Die obere wässrige Phase, welche die gelösten polaren Metabolite enthält,
wurde abgenommen, filtriert (CA 0.2 µm) und bis zur Analyse bei −80 ◦C gelagert.
Stationäre 13C-Markierungsexperimente (Batch)
Zur Erläuterung beider 13C-Markierungsexperimente im Batch-Prozess s. Abschnitt
4.1.3.
Markierungsexperiment 1 (13C-Mix): Die Probenprozessierung erfolgte wie zuvor be-
schrieben. Abweichend wurde das Quenching nicht direkt in der Probenahmespritze
vorgenommen, sondern die Zellsuspension in ein 50 mL Falcon mit vorgelegter Quen-
chinglösung überführt. Zudem wurde zu jedem Probenahmezeitpunkt zweimal unmit-
telbar nacheinander gequencht.
Markierungsexperiment 2 (13C1): Die Probenprozessierung erfolgte analog zur Metho-
de für quantitative Untersuchungen des Endometaboloms (s.u.), wobei lediglich die
Metabolite in Zellextrakten (EX) sowie Gluconat in Kulturüberständen (CS) analy-
siert wurden.
Quantitative Untersuchung des Exometaboloms im Modellprozess
Zellfreier Überstand (CA 0.2 µm) wurde im Verhältnis 1:4 mit Quenchinglösung ge-
mischt (CS = Culture Supernatant), in flüssigem N2 schockgefroren und bis zur Analyse
bei −20 ◦C gelagert.
Quantitative Untersuchung des Endometaboloms im Modellprozess
Eine schematische Darstellung der Probenprozessierung für die intrazelluläre Metabo-
litquantifizierung ist Abbildung 3.5 zu entnehmen. Zellfreier Überstand (CA 0.2 µm)
wurde im Verhältnis 1:4 mit Quenchinglösung gemischt (CS). Eine Bioreaktorprobe
wurde zum sofortigen Abstoppen des zellulären Metabolismus im Verhältnis 1:4 in
vorgelegte Quenching-Lösung gegeben, gemischt und die Biomasse unmittelbar über
einen 100 µm Nylonfilter (Sefar AG, Heiden, Schweiz) abgetrennt. Das Filtrat ent-
spricht dem Quenching Supernatant (QS). Zum Waschen der Biomasse wurde das
dreifache Probenvolumen an Quenchinglösung filtriert (W = Washing Solution) und
der Biomassefilter in ein 15 mL Falcon überführt. Parallel wurde eine Suspensionsprobe
zur BTM-Bestimmung entnommen. Zellaufschluss und Metabolitextraktion erfolgten
als Zweiphasen-Extraktion in TE-Puffer/MeOH (Verhältnis 1:1) und Chloroform (Ver-
hältnis BTM:TE/MeOH:Chloroform 6:1:1) im Überkopfschüttler bei −20 ◦C für 3 h.
Zur anschließenden Phasentrennung wurde der Filter entnommen und die Proben bei
−20 ◦C und 10 397·g für 10 min zentrifugiert. Die obere Phase wurde abgenommen
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(EX = Extrakt).
Alle CS, QS, W und EX Proben wurden nach Filtration (CA 0.2 µm) bis zur Analyse
bei −20 ◦C gelagert.
4.3.2 Gerichtete Analysen mittels LC-MS/MS
Die relative Quantifizierung von Massenisotopomeren (bei 13C-Markierungsexperimen-
ten) bzw. die absolute Quantifizierung von Metabolitkonzentrationen erfolgte mittels
LC-MS/MS. Die verwendete Gerätekombination setzte sich aus einer vorgeschalte-
ten UPLC und einem Massenspektrometer mit Elektronenspray-Ionenquelle (ESI) und
Triplequadrupol-Massenfilter zusammen.
Die Analyse der Metabolite des Zentralstoffwechsels (hierzu zählen Intermediate
aus EMP, PPP, Penicillin-Biosynthese sowie Redox- und Energieäquivalente) erfolgte
mit einer C18-Säule (Synergy Hydro RP, Phenomenex), bei 60 ◦C und einem Fluss von
0.25 mL min−1 bei Markierungs- bzw. 0.45 mL min−1 bei Konzentrationsmessungen. Als
Laufmittel wurde ein Gemisch aus 10 mM Tributylamin mit 15 mM Essigsäure, pH 4.95
(Eluent A) und MeOH (Eluent B) verwendet. Das Elutionsprofil ist Tabelle 4.8 zu
entnehmen. Aufgrund der Vielzahl an Übergängen bei Markierungsmessungen wurden
die Metabolite ACV und PenV in einer zusätzlichen Messung analysiert.
Tabelle 4.8: Elutionsprofil zur Analyse von Zentralstoffwechselmetaboliten mittels LC-
MS/MS. Die Profilzeiten für Markierungsmessungen sind in Klammern
angegeben. Elutionsmittel A: 10 mM Tributylamin, 15 mM Essigsäure,
pH 4.95; Elutionsmittel B: MeOH.
Zeit [min] Eluent A [%] Eluent B [%]
2 (6) 100 0
5 (15) 80 20
8 (24) 80 20
10 (30) 65 35
14 (42) 0 100
15 (45) 0 100
15.5 (46) 100 0
17 (52) 100 0
Für die Analyse organischer Säuren wurde die gleiche C18-Säule, eine Temperatur
von 60 ◦C und ein Fluss von 0.5 mL min−1 gewählt. Die Elution erfolgte isokratisch mit
15 mM Tributylamin und 10 mM Essigsäure als Laufmittel.
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Die Trennung zur Analyse von Aminosäuren erfolgte auf einer Anionenaustauscher-
säule (Luna SCX, Phenomenex), bei 40 ◦C und einem Fluss von 0.45 mL min−1. Zur
Elution diente ein Gradient aus 5 %-iger Essigsäure (Eluent A) und 15 mM Ammoniu-
macetat (Eluent B), nach dem Profil in Tabelle 4.9.
Tabelle 4.9: Elutionsprofil zur Analyse freier Aminosäuren mittels LC-MS/MS. Elu-
tionsmittel A: 5 %-ige Essigsäure; Elutionsmittel B: 15 mM Ammonium-
acetat.
Zeit [min] Eluent A [%] Eluent B [%]
10 85 15
17 0 100
25 0 100
29 85 15
35 85 15
Relative Quantifizierung intrazellulärer Massenisotopomere
Der Markierungsgrad eines Metaboliten wurde als relativer Anteil jedes Masseniso-
topomers an der Summe aller Massenisotopomere berechnet. Massenisotopomere sind
die Summen aller Isotopomere eines Metaboliten mit der gleichen Anzahl markierter
Kohlenstoffatome und demnach gleicher Masse (vgl. Abbildung 3.6). Die Auswertung
erfolgte auf Grundlage der ins Verhältnis gesetzten Peakflächen mittels der JuMeDaS
Software (Miebach 2011).
Absolute Quantifizierung intra- und extrazellulärer Metabolite
Zur Korrektur von Matrixeffekten wurde nach der Methode der isotopenverdünnten
Massenspektrometrie (IDMS) vorgegangen (Wu et al. 2005). Standards und Proben
wurden hierzu mit internem Standard versetzt (Verhältnis 1:1), welcher 13C-markierte
Analoga jedes Metaboliten enthielt. Es handelt sich bei dem verwendeten internen
Standard um Zellextrakt eines P. chrysogenum Stammes aus einer Fed-Batch Kulti-
vierung mit vollständig markierter 13C-Glucose (Meinert 2012). Alle Analyten wurden
im MRM-Modus (multiple reaction monitoring) detektiert (Luo et al. 2007). Die abso-
lute Metabolitquantifizierung erfolgte anhand externer Kalibriergeraden (erforderliche
Verdünnungen mit 50 % MeOH), wobei jeweils das Verhältnis zwischen den Peakflächen
von Probe (12C) zu internem Standard (13C) für die Berechnung verwendet wurde. Die
Stoffmenge jedes analysierten Metaboliten wurde anschließend unter Berücksichtigung
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der Verdünnungsfaktoren jeder Probenart (CS, QS, W, EX; vgl. Abbildung 3.5) wäh-
rend der Probenprozessierung berechnet.
Die aufgrund von Leakage ausgetretenen Metabolite wurden in den QS und W Proben
quantifiziert. Korrigiert um die Stoffmengen im CS, wurden sie zu denen im EX ad-
diert. Nach folgendem Rechenschema wurden die biomassespezifischen intrazellulären
Metabolitkonzentrationen bestimmt:
nLeakage = nQS + nW − nCS (4.4)
nLeakage [µmol] Stoffmenge aus Leakage
nQS [µmol] Stoffmenge im Quenchingüberstand
nW [µmol] Stoffmenge in der Waschlösung
nCS [µmol] Stoffmenge im Kulturüberstand
cin =
nEX + nLeakage
BTM · VP (4.5)
cin [µmol gBTM−1] intrazelluläre Metabolitkonzentration (biomassespezifisch)
nEX [µmol] Stoffmenge im Zellextrakt
BTM [g L−1] Biotrockenmasse zum Probenahmezeitpunkt
VP [L] Probenvolumen
Da bei der Bestimmung der intrazellulären Metabolitkonzentration fehlerbehaftete
Größen miteinander verrechnet werden, wurde eine vereinfachte Fehlerfortpflanzung
nach Gauß durchgeführt. Die Anwendung des Gauß’schen Fehlerfortpflanzungsgesetzes
auf Gleichung 4.5 führt zur Schätzung der zugehörigen Standardabweichungen mit:
∆cin
cin
=
√√√√√
√
∆n2EX + ∆n2QS + ∆n2W + ∆n2CS
nEX + nLeakage
2 + (∆BTMBTM
)2
(4.6)
∆cin
cin
relative Standardabweichung der intrazellulären Metabolitkonzentration
∆X Standardabweichung der Messgröße X
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Extrazelluläre Metabolitkonzentrationen wurden unter Berücksichtigung des Verdün-
nungsfaktors bei der Probenprozessierung berechnet und nicht biomassespezifisch aus-
gedrückt.
4.4 Prozessmodellierung (Batch)
Für die Durchführung von 13C-MFA werden unter anderem extrazelluläre Raten benö-
tigt (Substrataufnahme, Produkt- und Nebenproduktbildungsraten, vgl. Kapitel 3.3).
Die Bestimmung dieser Raten für den Batch-Prozess erfolgte auf Basis eines Prozess-
modells und der Integration experimenteller Daten. Bezüglich der Grundlagen zur Mo-
dellierung von Standardprozessen wie Batch, Fed-Batch oder Chemostat wird an dieser
Stelle auf die gängige Fachliteratur verwiesen (z.B. Chmiel und Sonnleitner 2006, Bai-
ley und Ollis 1984).
Die Schätzung der Substrataufnahmeraten von Glucose und Gluconat erfolgte mit Hil-
fe eines kombinierten Modells, bestehend aus einem kinetischen Prozessmodell und
intrazellulären Massenbilanzen ausgewählter Massenisotopomere. Details sind in Kapi-
tel 5.3.3, sowie im Anhang D.1 gegeben.
Alle Parameter des kombinierten Modells wurden mittels Monte-Carlo Simulationen
geschätzt (n = 1000; Noack et al. 2011). Diese erfolgten unabhängig für zwei Da-
tensätze (biologische Replikate), bestehend aus den extrazellulären Konzentrations-
verläufen von Glucose, Gluconat, CO2 und Biomasse sowie den intrazellulären 13C-
Markierungsinformationen des m.1 Massenisotopomers von Glucose-6-phosphat (G6P)
und 6PG. Auf Basis der Simulationen wurden anschließend die entsprechenden Konfi-
denzintervalle beider Aufnahmeraten unter Berücksichtigung der absoluten Minima
und Maxima geschätzt. Das dem Modell zugrunde liegende Differentialgleichungs-
system wurde in MATLAB (Mathworks, R2013a) implementiert und mit Hilfe des
ode45 Solver gelöst.
4.5 13C-Stoffflussanalyse
Im Rahmen dieser Arbeit wurden für P. chrysogenum stationäre 13C-MFA während
zwei verschiedener Wachstumsphasen im Batch-Prozess durchgeführt. Für beide un-
tersuchten Zeitpunkte wurde ein metabolisch und isotopisch quasi-stationärer Zustand
angenommen (Noack et al. 2011).
Die Arbeitsschritte der Modellierung und Simulation wurden von Sebastian Niedenführ
(Forschungszentrum Jülich, IBG-1: Biotechnologie, AG Modellierung und Simulation)
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unter Anwendung der Software 13CFLUX2 (Weitzel et al. 2013, www.13cflux.net 2012,
Wiechert et al. 2001) durchgeführt. Zum besseren Verständnis der erzielten Ergebnisse
wird im Folgenden kurz auf die wichtigsten Schritte eingegangen.
4.5.1 Modellbildung
Zunächst wurde ein fokussiertes Stoffwechselmodell in Form eines C-Atom Transitions-
netzwerks für P. chrysogenum unter Nutzung verschiedener Quellen (Literatur, Daten-
banken) erstellt. In dieser Form ist für jede Reaktion das Kohlenstoffgerüst der Stoff-
wechselintermediate abgebildet, so dass das Modell die Information über die Position
der Kohlenstoffatome in Edukten und Produkten enthält. Das C-Atom Transitions-
netzwerk ist Tabelle E.2 im Anhang E.2 zu entnehmen. Es wurden zwei Varianten
dieses Netzwerks (mit bzw. ohne ED) für Simulationen verwendet (vgl. Kapitel 5.4.2).
Mittels 13CFLUX2 erfolgte die Konsistenzprüfung des erstellten Netzwerks bezüglich
Nomenklatur, Stöchiometrie und Vollständigkeit der Angaben.
4.5.2 Parameteranpassung und Multi-Start Optimierung
Ziel der Parameteranpassung ist es, eine Stoffflusslage zu finden, welche die experimen-
tell ermittelten Markierungsinformationen der Metabolite möglichst genau abbildet.
Ausgehend von den extrazellulären Raten, der Markierungsinformation des Substrates
(13C-Glucose-Mischung) und dem erstellten Netzwerk wurden die Markierungsdaten
simuliert. Das Modul zur Parameteranpassung der 13CFLUX2 Software vergleicht die
simulierten mit den experimentell bestimmten Daten. Als Maß für die Übereinstim-
mung zwischen Simulation und Experiment dient das Residuum, welches die Summe
der quadratischen Abweichungen zwischen experimentellen und simulierten Daten dar-
stellt. In Abhängigkeit des Residuums wurden die Parameter durch die Software so
verändert, dass die experimentellen Markierungsdaten möglichst genau reproduziert
werden konnten (s. Abbildung 4.1).
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Abbildung 4.1: Prinzip der Optimierung von Stoffflusslagen mittels 13CFLUX. Abbil-
dung verändert nach Wiechert 2001.
Zur Identifizierung der tatsächlichen Stoffflusslage wurde eine sogenannte Multi-Start
Optimierung durchgeführt. Die Parameteranpassung erfolgt hierbei ausgehend von ver-
schiedenen Start-Parametern mit dem Ziel, ein globales und nicht nur ein lokales Opti-
mum der Anpassung zu finden. Für beide Prozesszeitpunkte wurden mit beiden Modell-
varianten 200 Multi-Start-Optimierungen durchgeführt, wobei jeweils die Messdaten
von zwei Markierungsexperimenten verwendet wurden (vgl. Kapitel 5.4.1).
4.6 Mikrofluidische Untersuchungen
Die Chipkonstruktion sowie die mikrofluidischen Untersuchungen wurden in Koope-
ration mit Dipl.-Ing. Alexander Grünberger (Forschungszentrum Jülich, IBG-1: Bio-
technologie, AG Micro Scale Bioengineering) durchgeführt.
4.6.1 Chipkonstruktion
Ziel des Chipdesigns ist die Möglichkeit zur Immobilisierung des Pilzes sowie dessen
kontinuierliche Versorgung mit Medium und Sauerstoff während der Experimente. Die
grundsätzliche Chipfertigung erfolgte wie bei Grünberger et al. 2012 beschrieben.
Zum Beladen des Chips wurden je 2 µL Zellsuspension auf den Glasboden pipettiert.
Aufgrund ihrer Hydrophilie verteilen sich die Zellen auf der Oberfläche als Monolayer.
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Überschüssiges Medium wurde entfernt und das PDMS- (Polydimethylsiloxan) Mate-
rial vorsichtig auf die Zellen gelegt. An den Stellen ohne Zellen und Medium bindet
das PDMS auf der Glasoberfläche. Zusätzlich wurden die Ränder des Chips mit Kleber
versiegelt.
4.6.2 Mikrofluidische Experimente
Alle Referenzkultivierungen wurden wie in Kapitel 4.1 beschrieben durchgeführt. Zu
verschiedenen Zeitpunkten und morphologischen Stadien wurden Proben aus VK I,
VK II und HK (Batch-Prozess) entnommen und für die mikrofluidischen Experimente
verwendet.
Nach dem Beladen des Chips (s.o.) wurde dieser unmittelbar auf dem Objekttisch des
Mikroskops (Nikon Eclipse Ti) fixiert, Zu- und Ablauf mit Schläuchen versehen und
die kontinuierliche Versorgung mit filtriertem Medium (je nach Prozessphase) über ein
Spritzen-Pumpensystem (neMESYS, Cetoni) gestartet. Mit einem 60 min Spülvorgang
(Äquilibrieren) wurden Luftblasen und kleinere Zellen, Bruchstücke und Medienbe-
standteile aus dem Chip entfernt.
Alle Experimente wurden mit einer Flussrate von 200 nL min−1 durchgeführt. Die
Sauerstoffversorgung erfolgte über das Medium bzw. Diffusion durch das PDMS-
Material. Standardmäßig wurden mindestens 50 Positionen manuell für die mikrosko-
pischen Beobachtungen ausgewählt und Bilder bei geeigneter Vergrößerung (je nach
morphologischem Stadium bis 1000-fach) in ca. 15 min Intervallen aufgenommen (Ni-
kon DS-Vi1 Kamera, hoch auflösend mit Andor Luca R DL604 CCD Kamera).
4.6.3 Datenauswertung
Für die Beobachtung morphologischer Zustände wurden zu verschiedenen Prozesszeit-
punkten die mikroskopischen Aufnahmen aus den Chip- mit denen der Referenzkulti-
vierungen qualitativ verglichen.
Für die Bestimmung von Wachstumsparametern im Chip konnten nur die Positio-
nen/Zellen ausgewertet werden, bei denen der Fokus im Laufe der Kultivierung nicht
verloren gegangen war. Die Bildauswertung erfolgte mittels Nikon Software (NIS Ele-
ments AR Software Paket).
Der sogenannte circularity index wurde wie bei Spohr et al. 1998 beschrieben für die
Pilzsporen mit folgender Formel berechnet:
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circularity index = U
2
i
4 · pi · Ai (4.7)
Ui [µm] gemessener Kreisumfang
pi [-] Kreiszahl Pi
Ai [µm2] gemessene Kreisfläche
Durch Annahme der Sporen als Kugel, wurde die Wachstumsrate (analog nach Glei-
chung 4.2) für das Sporenschwellen auf Basis der geschätzten Volumenzunahme be-
stimmt.
VSpore =
4
3 · pi · r
3
i (4.8)
VSpore [µm3] Kugelvolumen der Spore
ri [µm] gemessener Radius

5 Ergebnisse und Diskussion
5.1 Chemostat-Prozess
Bei dem in dieser Arbeit durchgeführten Chemostat-Prozess handelt es sich um ein
dreistufiges Kultivierungsverfahren (s. Abbildung 5.1). Ausgehend von einer Sporensus-
pension wurde in zwei Vorstufen P. chrysogenum Biomasse gebildet, die als Inokulum
für die als Chemostat ausgeführte Hauptkultur diente. Der Prozess basiert auf ei-
ner Vorschrift des Kooperationspartners (Sandoz GmbH, Kundl, Österreich) für einen
Glucose-limitierten Chemostat zur Durchführung von stationären 13C-MFA (vgl. Mei-
nert 2012).
Schüttelkolben: 
Sporenkeimung 
Bioreaktor (Chemostat): 
Produktbildung 
Schüttelkolben: 
Biomassebildung 
Sporen 
Vorkultur I 
Vorkultur II 
Hauptkultur 
Pen V 
100 µm 
100 µm 
Abbildung 5.1: Schematische Darstellung des verwendeten dreistufigen Kultivierungs-
verfahrens für P. chrysogenum.
Die Prozessvorschrift musste zunächst auf die zur Verfügung stehenden Kultivierungs-
systeme angepasst werden, um die Voraussetzungen für stationäre 13C-MFA zu erfüllen.
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5.1.1 Prozessentwicklung und -charakterisierung
Die Grundvoraussetzung zur Durchführung von stationären 13C-MFA ist ein sowohl
metabolisch als auch isotopisch stationärer Zustand, welcher für einen Chemostaten an-
genommen werden kann (Wiechert 2001). Eine weitere Herausforderung und Zielgröße
bei der Prozessentwicklung für P. chrysogenum ist die Morphologie (vgl. Kapitel 3.1.2).
Ziel war ein hyphiges Myzel, um einen ausreichenden Stofftransport zu gewährleisten,
d.h. alle Zellen ausreichend mit Sauerstoff und Substrat zu versorgen (Grimm et al.
2005). Dies war insbesondere bei den für die geplanten Stoffflussanalysen durchzu-
führenden 13C-Markierungsexperimenten von Bedeutung, da nur so eine homogene
Markierung der Biomasse gewährleistet und damit ein Bild der Stoffflusslage für die
gesamten Zellen dargestellt werden kann.
Tabelle 5.1 gibt einen Überblick über alle untersuchten Prozessparameter zur Optimie-
rung der Prozessvorschrift.
Tabelle 5.1: Untersuchte Prozessparameter zur Optimierung des Chemostat-Prozesses.
Parameter Variation Hypothese/Ergebnis
Inokulum VK I 2.4, 4× 109 SporenL−1 Höhere Sporeneinsaat fördert
Bildung von hyphigem Myzel.
Dauer VK II 48 h, 58 h Längere VK-Führung verhindert
Verschleppung von C-Quelle
durch zu frühes Überimpfen.
Rührerdrehzahl 400, 550, 700, 900 rpm Hohe Rührerdrehzahl ermöglicht
ausreichende O2-Versorgung und
weniger Pelletbildung.
O2-Gehalt in Zuluft 19 %, 21 % Höherer Anteil ermöglicht ausrei-
chende O2-Versorgung.
Trigger
Chemostatbetrieb
Glucose-abhängig,
Online-Signale (pO2, CO2)
Online-Signale als Indikatoren
stellen den Verbrauch aller C-
Quellen sicher.
Antischaumdosierung 0.1, 0.3 mL pro Tag Anpassung der Dosierung ab
dem 3. Tag verhindert Ausschäu-
men.
Begasungsrohr kreisförmiger Sparger Ausreichende O2-Versorgung
wird gewährleistet.
Probenahme-,
Abpumprohr
∅ 2 mm, 4 mm Größerer Durchmesser ermög-
licht repräsentative Probenahme
und homogenes Abpumpen.
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Die komplexe Morphologie des filamentösen Pilzes stellte besondere Anforderungen an
die technische Realisierung des Prozesses im Bioreaktor. Um eine ausreichende Bega-
sung zu gewährleisten, wurden kreisförmige Begasungsrohre angefertigt. Zudem muss-
ten sowohl Probenahme- als auch Abpumprohr mit einem ausreichend großen Durch-
messer gewählt werden. Nur so konnte zum einen eine repräsentative Probenahme
erfolgen, als auch eine Anreicherung von Biomasse aufgrund eines Filtereffektes durch
größere Zellaggregate während des kontinuierlichen Betriebes verhindert werden.
Aus zahlreichen (oft widersprüchlichen) Studien ist der enge Zusammenhang zwischen
diversen Prozessparametern, der Produktivität, der Morphologie filamentöser Pilze und
somit der Rheologie des Kulturansatzes bekannt (Reviews u.a. Wucherpfennig et al.
2010, Grimm et al. 2005, Gibbs et al. 2000). Dahingehend wurde beispielsweise die
Sporeneinsaat für die erste Vorstufe erhöht und somit ein eher hyphiges Myzel in
der späteren Hauptkultur erreicht (vgl. Tucker und Thomas 1992). Auch eine höhere
Rührerdrehzahl wirkte sich positiv hinsichtlich weniger Pelletbildung aus (Fragmen-
tierung von Hyphen und Zellaggregaten, vgl. Nielsen und Krabben 1995, Smith et al.
1990). Eine ausreichende O2-Versorgung konnte durch den O2-Anteil der Zuluft (21 %)
und die höchste Rührerdrehzahl (900 rpm) gewährleistet werden. Gleichzeitig wurde
sichergestellt, dass es aufgrund der Scherkräfte bei hohen Rührerdrehzahlen nicht zu
einem Zerschlagen der Pilzhyphen kommt.
Um schnell einen stabilen Chemostaten zu erreichen, wurde die Dauer der zweiten
Vorstufe angepasst, um mit dem Inokulum möglichst wenig unverbrauchte Kohlen-
stoffquelle in die Hauptkultur zu übertragen. Außerdem ermöglichte die Orientierung
an ein steigendes bzw. sinkendes Online-Signal von pO2 bzw. CO2 für den Start des
Chemostatbetriebes, dass die Mediendosierung erst nach Metabolisierung aller Kohlen-
stoffquellen (Glucose und organische Säuren) startete. Sichtbar wurde dies in einem
schnellen Einpendeln der beiden genannten Online-Parameter. Die ursprüngliche An-
tischaumdosierung (PPG) von 0.1 mL alle 24 h wurde ab dem dritten Tag auf 0.3 mL
pro Tag angepasst, um ein Ausschäumen des Bioreaktors zu verhindern.
Auf Grundlage dieser Prozessoptimierung waren reproduzierbare Kultivierungen bei
einer Wachstumsrate von µ = 0.05 h−1 für bis zu sieben Verweilzeiten möglich.
Alle Parameter des etablierten Chemostat-Prozesses sind Tabelle 5.2 zu entnehmen.
Abbildung 5.2 zeigt beispielhaft den Verlauf ausgewählter On- und Oﬄine Prozess-
parameter während einer solchen Kultivierung.
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Tabelle 5.2: Prozessparameter des etablierten Chemostat-Prozesses.
Arbeitsvolumen 300 mL
Inokulum 15 % (v v−1) VK II
Temperatur* 25 ◦C
Rührersystem Rührfisch
Rührerdrehzahl 900 rpm
Begasungsrate 1.7 vvm
O2-Gehalt in Zuluft 21 %
pH-Wert* 6.4
pH-Regelung 15 % H2SO4, 4 M NaOH
Start Chemostatbetrieb abh. von pO2- und CO2-Signal
Feedrate im Chemostat 15 mL h−1 bei µ = 0.05 h−1
Antischaum (PPG) 0.1 mL alle 24 h, ab 72 h 0.3 mL
Prozessdauer 24 bis >100 h
* geregelte Parameter
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Abbildung 5.2: On- und Oﬄine-Prozessparameter während eines Chemostat-Prozesses
mit P. chrysogenum im Kleinkultursystem (300 mL Arbeitsvolumen).
Gelöstsauerstoff-Partialdruck (pO2), CO2-Anteil der Abluft, Glucose-,
Gluconat- und PenV-Konzentration im zellfreien Überstand.
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Die Dauer der Batch-Phase betrug ca. 42 h, in welcher die pO2 und CO2-Signale
klar Wachstum signalisierten. Während der ersten 20 h wurde dabei die vorgelegte
Glucose vollständig verstoffwechselt. Wie für P. chrysogenum bekannt, wurde zum
Teil hieraus die organische Säure Gluconat gebildet (Mason und Righelato 1976, vgl.
Kapitel 3.1.3). Mit Einsetzen der Glucoselimitierung erfolgte das weitere Wachstum auf
diesem Overflow-Metaboliten als Kohlenstoffquelle. Nach Wechsel auf den kontinuierli-
chen Betrieb stellte sich ein Glucose-limitierter steady-state inklusive Penicillinproduk-
tion ein. Mittels GC-ToF-MS-Analysen wurden neben der organischen Säure Gluconat
keine weiteren relevanten Nebenprodukte und somit potentiellen Co-Substrate identi-
fiziert.
Der etablierte Chemostat-Prozess sollte der Durchführung von Markierungsexperi-
menten für stationäre 13C-MFA bei unterschiedlichen Wachstumsraten dienen. Für
die Abschätzung des erforderlichen Markierungszeitraumes wurde das im Folgenden
beschriebene instationäre 13C-Markierungsexperiment realisiert.
5.1.2 Instationäres 13C-Markierungsexperiment
Mit dem etablierten Prozess wurde ein instationäres 13C-Markierungsexperiment mit
der Wachstumsrate µ = 0.05 h−1 durchgeführt. Das Experiment diente der Abschät-
zung des erforderlichen Markierungszeitraumes für 13C-MFA bis zum Erreichen eines
isotopisch stationären Zustandes und sollte erste Ergebnisse hinsichtlich des Markie-
rungsmusters intrazellulärer Metabolite im verwendeten P. chrysogenum Stamm lie-
fern.
Bei zwei zunächst unmarkierten parallelen Kultivierungen im Bioreaktor wurde nach
jeweils einer Verweilzeit (20 h) mit 12C-Glucose im Zulaufmedium auf Medium mit voll-
ständig markierter U-13C-Glucose derselben Konzentration gewechselt. Nach drei Ver-
weilzeiten erfolgte ein erneuter Tausch auf unmarkiertes Zulaufmedium. Im Zeitfenster
von 5 sec bis 60 h nach jedem Mediumwechsel wurden Quenchingproben genommen und
die 13C-Markierungsverteilung in ausgewählten intrazellulären Metaboliten mittels LC-
MS/MS analysiert. Auf diese Weise wurden die Markierungsan- und -abreicherungen
bewertet.
Als zusätzliche Markierungsinformation wurde der Gehalt an 13CO2 in der Abluft be-
stimmt. Im CO2-Signal erkennt man eine schnelle An- bzw. Abreicherung des Anteils
an 13CO2 nach dem Wechsel des Zulaufmediums (s. Abbildung B.1 im Anhang B.1).
Das Signal sollte dem Grad der Verstoffwechselung des Substrates entsprechen.
48 5 Ergebnisse und Diskussion
In Abbildung 5.3 sind die relativen Anteile der Massenisotopomere von Glucose-6-
phosphat (G6P) und Sedoheptulose-7-phosphat (S7P) dargestellt.
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Abbildung 5.3: Massenisotopomer-Anteile von (A) G6P und (B) S7P während des in-
stationären 13C-Markierungsexperimentes im Chemostat-Prozess. Dar-
gestellt sind die relativen Markierungsanteile in Zellextrakten von
P. chrysogenum nach Wechsel auf 13C-markierte Glucose im Zulaufme-
dium und erneutem Wechsel auf unmarkiertes Substrat nach drei Ver-
weilzeiten (60 h). Messungen resultieren aus biologischen Replikaten.
Exemplarisch für die analysierten Intermediate der Glycolyse zeigte G6P eine relativ
schnelle Zunahme des vollständig markierten Massenisotopomers (s. Massenisotopomer
m.6, Abbildung 5.3 A). Der maximal mögliche Markierungsgrad ist dabei durch die An-
zahl der C-Atome und die isotopische Reinheit der eingesetzten 13C-markierten Glucose
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(99 % pro C-Atom) begrenzt. Bereits nach 10 h, d.h. einer halben Verweilzeit, war fast
die maximale Markierung von ca. 94 % erreicht. Danach war ein isotopisch-stationärer
Zustand zu beobachten. Nach dem erneuten Wechsel auf unmarkiertes Substrat nach
60 h zeigten die Markierungsverläufe eine ähnliche, aber gegenläufige Dynamik und
erreichten mit der natürlichen Isotopenverteilung wieder den isotopisch-stationären
Ausgangszustand. Auch die anderen Metabolite im weiteren Verlauf der Glycolyse
(z.B. GAP und PYR, vgl. Abbildung B.2 in Anhang B.1) als auch im PPP (in Abbil-
dung 5.3 B exemplarisch für S7P dargestellt und für Ribose-5-phosphat (R5P) in Abbil-
dung B.2) zeigten diese schnelle Markierungsdynamik. Der beobachtete hohe Turnover
kann ein Hinweis auf hohe Flussraten in diesen Stoffwechselwegen sein, aber auch mit
kleinen Metabolitpools erklärt werden. Außerdem handelt es sich beim EMP und PPP
um die zentralen, für Wachstum maßgeblichen Stoffwechselwege, die im konkreten Fall
unmittelbar vom aufgenommenen Substrat (Glucose) gespeist werden.
Für Metabolite des TCA wurde eine wesentlich langsamere Dynamik beobachtet und
es konnte nach 60 h Markierung (entspricht drei Verweilzeiten) noch kein stationärer
Zustand in der Markierung erreicht werden (exemplarisch für AKG in Abbildung 5.4 A
gezeigt). Gleiches gilt für Aminosäuren, die sowohl ausgehend von Intermediaten der
Glycolyse gebildet werden (exemplarisch für Serin (SER) in Abbildung 5.4 B gezeigt)
oder des TCA (z.B. Methionin (MET) und Glutamat (GLU), vgl. Abbildung B.3) syn-
thetisiert werden.
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Abbildung 5.4: Massenisotopomer-Anteile von (A) AKG und (B) SER während des in-
stationären 13C-Markierungsexperimentes im Chemostat-Prozess. Dar-
gestellt sind die relativen Markierungsanteile in Zellextrakten von
P. chrysogenum nach Wechsel auf 13C-markierte Glucose im Zulaufme-
dium und erneutem Wechsel auf unmarkiertes Substrat nach drei Ver-
weilzeiten (60 h). Messungen resultieren aus biologischen Replikaten.
Ein ähnliches Bild zeigten Intermediate der Penicillin-Biosynthese (s. Abbildung 5.5).
Zwar erreichte der Penicillin Vorläufer 2AAA nach drei Verweilzeiten einen maxima-
len Markierungsanteil von 90 %, aber ein isotopisch stationärer Zustand konnte le-
diglich abgeschätzt werden. Dies gilt ebenfalls für das Nebenprodukt 6APA (Abbil-
dung B.3). Für PenV (C16-Körper) ist zu beachten, dass der höchste Markierungsanteil
für das m.8-Massenisotopomer zu erwarten war, da der Seitenkettenprecursor POA (C8-
Körper) dem Medium in unmarkierter Form zugesetzt wurde (vgl. Abbildung 5.5 B).
Der maximale Markierungsanteil von PenV lag nach drei Verweilzeiten bei nur 67 %.
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Es ist bekannt, dass PenV aktiv aus den Zellen exportiert wird (van den Berg et al.
2008, van de Kamp et al. 1999), so dass noch an der Biomasse haftendes unmarkiertes
PenV aus der Produktionsphase vor Beginn des Markierungsexperimentes das Ergebnis
zusätzlich verfälschen kann. Hohe (extrazelluläre) Produktkonzentrationen können die
Markierungsdynamik folglich verzerren, wie z.B. zuvor für einen Lysin-produzierenden
C. glutamicum Stamm beschrieben (Noack et al. 2011). Dieses generelle Problem kann
durch einen zusätzlichen Waschschritt nach dem Filtrieren der gequenchten Biomasse
behoben werden (vgl. Kapitel 5.5.1).
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Abbildung 5.5: Massenisotopomer-Anteile von (A) 2AAA und (B) PenV während
des instationären 13C-Markierungsexperimentes im Chemostat-Prozess.
Dargestellt sind die relativen Markierungsanteile in Zellextrakten von
P. chrysogenum nach Wechsel auf 13C-markierte Glucose im Zulaufme-
dium und erneutem Wechsel auf unmarkiertes Substrat nach drei Ver-
weilzeiten (60 h). Messungen resultieren aus biologischen Replikaten.
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Da zu diesem Zeitpunkt keine quantitativen Daten der intrazellulären Metabolitkon-
zentrationen vorlagen, können die Markierungsdynamiken nur qualitativ beschrieben
und mit anderen Studien verglichen werden. Vergleichbare Verläufe für P. chrysogenum
finden sich bei Meinert 2012 und Zhao et al. 2012. Es wurden ähnlich schnelle Dyna-
miken für die obere Glycolyse und den PPP, sowie deutlich langsamere Anreicherun-
gen für Metabolite der unteren Glycolyse, des TCA als auch der freien Aminosäuren
vorgestellt. Letztere wurden auf den Rückfluss unmarkierter Metabolite in den Zen-
tralstoffwechsel ausgehend von zuvor gebildeten Speicherstoffen, z.B. Trehalose oder
Glycogen zurückgeführt (Zhao et al. 2012). Darüber hinaus wurden bei Grotkjaer et
al. 2004 Transaminase-Reaktionen und Protein-Turnover als Ursache für langsamere
Markierungsdynamiken in freien und proteinogenen Aminosäuren diskutiert. Die ver-
schiedenen Typen von Markierungsdynamiken ähneln auch denen, welche für E. coli
(Nöh et al. 2007) und C. glutamicum (Noack et al. 2011) beschrieben sind. Gene-
rell weisen eukaryotische Organismen wie P. chrysogenum allerdings wesentlich lang-
samere Turnover-Raten auf als Prokaryoten. Begründet wird dies mit niedrigen Sub-
strataufnahmeraten und großen Austauschflüssen (sogenannte substrate cycles, Zhao
et al. 2012).
Die vorgestellten Ergebnisse lassen darauf schließen, dass für den untersuchten
Chemostat-Prozess ein Markierungszeitraum von vier Verweilzeiten ausreichend ist,
um einen isotopisch stationären Zustand in Intermediaten des Zentralstoffwechsels zu
erreichen. Folglich sind stationäre 13C-MFA nur für ein fokussiertes Netzwerk ohne
Berücksichtigung der Penicillin-Biosynthese möglich.
5.1.3 Probleme bezüglich Reproduzierbarkeit
Trotz zahlreicher reproduzierbarer Läufe bei verschiedenenWachstumsraten traten spä-
ter Probleme bei der Durchführung des etablierten Chemostat-Prozesses auf.
Nach standardmäßiger Biomassebildung in beiden Vorkulturen, wurde nach Übertra-
gung des Inokulums in den Bioreaktor kein Wachstum mehr beobachtet. Dies war so-
wohl an Online-Parametern, wie dem fehlenden Absinken des pO2 im Medium und der
fehlenden Zunahme von CO2 im Abgas sichtbar, als auch durch Biomassebestimmun-
gen und mikroskopische Untersuchungen nachweisbar. Die vorgelegte Batch-Glucose
wurde mit Hilfe von extrazellulären Enzymen aus dem Inokulum (z.B. GOD, vgl. Ka-
pitel 3.1) in organische Säuren, darunter fast ausschließlich Gluconat, umgesetzt. Dies
war erkennbar am Baseverbrauch für die pH-Regelung und in zellfreien Überständen
messbar mittels HPLC.
Bei vereinzelten Experimenten konnte Wachstum im Bioreaktor beobachtet werden. Es
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war jedoch nicht vergleichbar mit dem typischen Verlauf des Standardprozesses (Signal
zum Start der Dosierung um 10 h verschoben) und war insbesondere im Mehrfachan-
satz nicht reproduzierbar. Die Möglichkeit einer Kontamination (u.U. durch unsterile
Bauteile oder Leitungen der Anlage) konnte durch die fehlende CO2-Bildung und Prü-
fung mittels Mikroskopieren ausgeschlossen werden.
Etwaige technische Ursachen für eine Wachstumsinhibierung konnten durch die Über-
prüfung bzw. Neu-Kalibrierung aller verwendeter Komponenten (Thermoblock, Tem-
peratursonden, Begasungsmodul, Abgasanalytik, pO2-Sonden, versch. Abluftfilter bzgl.
Überdruck und CO2-Löslichkeit) und die erfolgreiche Ausführung einer Vorkultur im
Bioreaktor ebenfalls widerlegt werden.
Zusätzlich wurden biologische Komponenten als Ursache untersucht. Um Limitationen
auszuschließen, wurden in allen Prozessstufen neue Chemikalien, insbesondere Spu-
renelemente und CSL sowie frisches Sporensaatgut eingesetzt. Jedoch wurde für alle
Ansätze ebenso wie für eine zusätzliche Dosierung von KH2PO4 (vermutete Phosphat-
limitierung) kein Wachstum beobachtet. Gleiches galt für die Verwendung von sterilem
Medium des Kooperationspartners, wodurch das Wasser und die Mediensterilisation
als mögliche Ursachen widerlegt wurden.
Obwohl die Rührerdrehzahl bei der Etablierung des Prozesses bereits eingehend unter-
sucht wurde (vgl. Kapitel 5.1.1), zeigte eine Reduktion der Drehzahl auf 500 rpm einen
positiven Einfluss auf das Anwachsen der Kultur im Bioreaktor. Die Pilzhyphen sind
sehr empfindlich gegenüber Scherkräften, so dass sie bei einer höheren Rührerdrehzahl
zerschlagen werden (Hyphenbruchstücke unter dem Mikroskop erkennbar, vgl. Nielsen
und Krabben 1995). Da sowohl auf technischer als auch auf biologischer Seite keine Ver-
änderungen vorgenommen worden waren bevor die Probleme auftraten, gibt es keine
konkreten Anhaltspunkte, warum die Wachstumsinhibierung bei der zuvor optimier-
ten Rührerdrehzahl auftrat. Eventuelle Stammveränderungen (u.U. durch Mutation)
können jedoch nicht ausgeschlossen werden.
Die Prozessführung mit geringerer Rührerdrehzahl (500 rpm) führte erneut zu uner-
wünschter Pelletbildung (vgl. Kapitel 5.1.1). Folglich wurde getestet, ob es möglich
ist, die Rührerdrehzahl noch während der Batch-Phase, aber nach dem Anwachsen der
Kultur zu erhöhen, um vorhandene Pellets zu zerschlagen. Hierzu wurde die Rührer-
drehzahl auf 900 rpm erhöht, sobald entweder nur noch 3 g L−1 Glucose im Medium
vorlagen oder zwei Stunden nach dem Wechsel auf Gluconat als Kohlenstoffquelle. Al-
lerdings wurde aufgrund der Störung des Systems vor dem Dosierstart in beiden Fällen
kein stabiler Chemostat erreicht.
Des Weiteren konnte die Morphologie weder durch die Erhöhung des Inokulationsvolu-
mens auf 25 %, noch durch den Wechsel zu einem 1 L-Kultivierungssystem mit Schei-
benrührer (2x bzw. 3x 6-Blatt, Einfluss von Scherkräften) verändert werden. Auch die
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Variation der Rührerdrehzahl im größeren Prozessmaßstab hatte keinen positiven Ein-
fluss. In allen Ansätzen traten während der Batch-Phase lediglich Mikropellets (kleine,
lockere Pelletstrukturen), während des Chemostatbetriebes hingegen große dichte Pel-
lets auf.
Zudem wurde eine Anreicherung von Biomasse im Bioreaktor über den Prozessver-
lauf dokumentiert (s. Abbildung 5.6). Der Ertragskoeffizient YXS bei 44 h lag mit
0.51 gBTM gGLC−1 noch bei einem realistischen Wert (Christensen et al. 1995). Die an-
schließend zunehmende Pelletbildung korrelierte mit der steigenden Biomassekonzen-
tration im Reaktor. Die niedrige Konzentration im Ablauf ließ auf ein ineffektives
Abpumpen aus dem Bioreaktor schließen.
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Abbildung 5.6: Biomasseanreicherung während eines Chemostat-Prozesses mit
P. chrysogenum im Kleinkultursystem (1 L Arbeitsvolumen). Bio-
trockenmasse (BTM) im Bioreaktor (blau) und Ablauf (rot).
Die pelletöse Morphologie liefert hierfür eine Erklärung. Möglicherweise war die Durch-
mischung aufgrund der schweren Pellets im Reaktor nicht homogen, so dass die an der
Oberfläche abgepumpte Suspension keine oder kaum Biomasse enthielt. Andererseits
ist es auch denkbar, dass die Pellets zwar rausgepumpt wurden, in der Leitung aber
sedimentierten und aufgrund ihres Gewichtes wieder zurück rollten. Beide Probleme
könnten möglicherweise umgangen werden, wenn das Abpumpen aus einem homogen
durchmischten Teil des Bioreaktors erfolgen und ein Ventil das Zurückrollen der Bio-
masse verhindern würde.
Da kein stabiler Chemostat-Prozess mit der gewünschten hyphigen Morphologie in
den untersuchten Kultivierungssystemen realisiert werden konnte, wurden die Arbei-
ten mit den vorgestellten Erkenntnissen beendet. Anhand der vorliegenden Ergebnisse
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konnte nicht abschließend geklärt werden, weshalb der Standardprozess mit den zu-
vor optimierten Parametern (insbesondere der hohen Rührerdrehzahl) nicht dauerhaft
reproduzierbar und robust durchgeführt werden konnte.
5.1.4 Fazit
Der anfangs etablierte Chemostat-Prozess im 300 mL-Maßstab konnte zunächst repro-
duzierbar für verschiedene Wachstumsraten und bis zu sieben Verweilzeiten durchge-
führt werden.
Das instationäre 13C-Markierungsexperiment zeigte je nach intrazellulärem Metabolit
eine unterschiedlich schnelle An- und Abreicherung der Markierung. Wie schon bei
verschiedenen Mikroorganismen beobachtet (z.B. Meinert 2012, Nöh et al. 2007) zeigte
sich eine schnelle Dynamik in oberen Stoffwechselabschnitten des Zentralstoffwechsels
(EMP, PPP) und eine langsamere Dynamik im TCA, den freien Aminosäuren und der
Penicillin-Biosynthese. Damit haben die Ergebnisse gezeigt, dass unter den gewählten
Prozessbedingungen 13C-MFA nur für ein fokussiertes Netzwerk möglich sind (Gewähr-
leistung metabolische und isotopische Stationarität).
Die nachfolgend aufgetretenen Probleme hinsichtlich Wachstum und pelletöser Mor-
phologie während des Weiteren Chemostatbetriebes konnten im zeitlichen Rahmen der
Arbeit nicht gelöst werden. Alle Ergebnisse deuten auf eine biologische Ursache beim
Sporensaatgut hin. Diese Tatsache machte die Entwicklung eines neuen Prozesses not-
wendig.
Unter der Annahme metabolischer und isotopischer Quasi-Stationarität können 13C-
MFA auch in der exponentiellen Phase eines Batch-Prozesses durchgeführt werden
(Wiechert 2001). Aus diesem Grund wurde als neuer Prozess für die 13C-MFA die
Batch-Phase des vorgestellten Chemostat-Prozesses gewählt.
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5.2 Batch-Prozess
Ziel der nachfolgenden Arbeiten war es, 13C-MFA in der exponentiellen Wachstums-
phase von P. chrysogenum, das heißt unter quasi-stationären Bedingungen durchzu-
führen. Die Realisierung als Batch-Prozess auf definiertem Glucosemedium orientierte
sich an der Batch-Phase der vorangegangenen Chemostat-Experimente. Die Vorkultur-
führung wurde beibehalten und die Hauptkultur im 1 L-Maßstab ausgeführt, um eine
ausreichende Probenahme zu ermöglichen. In Vorversuchen wurde die Rührerdrehzahl
variiert und es konnte gezeigt werden, dass eine konstante Rührerdrehzahl von 500 rpm
eine ausreichende Sauerstoffversorgung der Zellen gewährleistet sowie ein Zerschlagen
der Pilzhyphen weitgehend verhindert (Kopplin 2012).
Im Folgenden wurde der Kultivierungsprozess näher charakterisiert.
5.2.1 Prozesscharakterisierung
Abbildung 5.7 zeigt den typischen Verlauf von ausgewählten On- und Oﬄine Prozess-
parametern von drei biologischen Replikaten während der Batch-Kultivierung. Insbe-
sondere die Online-Verläufe von pO2 und CO2 ermöglichten eine Einteilung in zwei
Wachstumsphasen mit einer kurzen Übergangs- bzw. Adaptionsphase (s. Abbildung
5.7 A). Die quantitativen Abweichungen zwischen den Triplikaten können verschiedene
Ursachen haben, wie z.B. Störung des Systems durch Probenahme, Unterschiede beim
Inokulum (Vitalität, Volumen) oder Abweichungen bei der Vorbereitung der Bioreakto-
ren (Volumen, Medium). Alle Replikate zeigen aber den gleichen qualitativen Verlauf.
Das Ende der ersten Phase war nach ca. 13 h erreicht, sobald im Medium keine Glucose
mehr vorlag (Abbildung 5.7 B). Da während beider Wachstumsphasen Biomasse ge-
bildet wurde (Abbildung 5.7 C), muss dem Pilz eine weitere Kohlenstoffquelle zur
Verfügung stehen. Wie bereits für den Chemostat-Prozess gezeigt (vgl. Kapitel 5.1.1),
konnte in Nebenprodukt-Screenings (HPLC und GC-ToF-MS) die organische Säure
Gluconat als das einzige signifikante Nebenprodukt identifiziert werden. Gluconat ist
ein typischer Overflow-Metabolit bei Glucoseüberschuss und kann P. chrysogenum als
Kohlenstoffquelle dienen (Posch et al. 2012b, Nielsen et al. 1994, vgl. Kapitel 3.1).
Von den ebenfalls typischen Nebenprodukten, den Zuckeralkoholen Erythritol, Ara-
bitol und Mannitol (Posch et al. 2012b, Zhao et al. 2012), wurden lediglich geringe
Mengen Mannitol in der VK II und der HK detektiert. Wie in den beiden erwähn-
ten Studien findet die Mannitol- im Vergleich zur Gluconatbildung aber in wesentlich
geringerem Maße statt (vgl. Chromatogramme im Anhang C.1).
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Abbildung 5.7: On- und Oﬄine Prozessparameter während eines Batch-Prozesses
mit P. chrysogenum auf definiertem Glucosemedium im 1 L-Maßstab.
(A) Gelöstsauerstoff-Partialdruck (pO2) und CO2-Anteil der Abluft;
(B) Glucose- und Gluconatkonzentration; (C) Biomasse- und PenV-
Konzentration. Dargestellt sind drei biologische Replikate während der
gekennzeichneten Wachstumsphasen (I+II).
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Für den Batch-Prozess wurde nachgewiesen, dass Gluconat in der ersten Wachstums-
phase gebildet (Ausbeute von 0.77± 0.06 gGLT gGLC−1) und während der Zweiten ver-
stoffwechselt wurde (Abbildung 5.7 B). Des Weiteren fällt auf, dass bereits mit Beginn
der HK geringe Gluconatkonzentrationen von ca. 6.5 mM vorlagen. Diese Menge kann
entweder durch das große Inokulationsvolumen aus der VK II (hier wurde ebenfalls
Gluconatbildung quantifiziert, Peter 2012) verschleppt worden sein oder der Pilz setzt
die vorgelegte Glucose unmittelbar in Gluconat um, welches dann zum ersten Probe-
nahmezeitpunkt nach 0.5 h bereits messbar wäre. Wie in Kapitel 5.3.1 erläutert, konnte
bereits mit Animpfen der HK die hierfür verantwortliche Aktivität des Enzyms GOD
nachgewiesen werden.
Die Wachstumsrate der ersten Phase war mit µI = 0.055± 0.015 h−1 vergleichbar zu
der in der zweiten Phase mit µII = 0.061± 0.018 h−1. Der Ertragskoeffizient YXS lag
am Prozessende bei 0.52± 0.02 gBTM gGLC−1 und damit im Rahmen von Literaturwer-
ten für andere P. chrysogenum-Stämme (Christensen et al. 1995).
Es ist bekannt, dass die Penicillin-Biosynthese komplexen Regulationsmechanismen
unterliegt, z.B. durch Promotorstruktur beteiligter Gencluster, pH-Wert, Stickstoff-
quelle oder Kohlenstoffquelle (Rokem et al. 2007, Brakhage et al. 2004). Die Ka-
tabolitrepression durch Glucose erfolgt auf verschiedenen Ebenen. Bekannt ist bei-
spielsweise der Einfluss auf die Regulation von Genen der Penicillin-Biosynthese durch
Transkriptionsfaktoren (Dominguez Santos et al. 2012, Brakhage 1998), Aktivierung
der Seitenkette (Martinezblanco et al. 1992) oder die Bildung des Tripeptids ACV
(Hönlinger und Kubicek 1989).
Die Inhibierung der Penicillinbildung durch eine hohe Glucosekonzentration imMedium
(Soltero und Johnson 1953) passt zu dem Ergebnis, dass im Batch-Prozess die Penicillin-
produktion erst beginnt, wenn keine Glucose mehr messbar war (Abbildung 5.7 C).
Darüber hinaus konnte gezeigt werden, dass Gluconat offenbar keinen reprimierenden
Effekt auf die Penicillinbildung in der zweiten Phase hat. Diese Erkenntnis wird durch
weiterführende Untersuchungen gestützt, bei denen bereits mit Inokulation der HK
die Penicillinproduktion beginnt, wenn dem Pilz ausschließlich Gluconat als Kohlen-
stoffquelle zur Verfügung steht (Lauterbach 2013). Dies war zuvor schon für Laktat
beobachtet worden, was diese alternative Kohlenstoffquelle für Produktionsprozesse
interessant machte (Rokem et al. 2007). Die sehr geringen PenV-Konzentrationen von
maximal 0.18± 0.01 g L−1 sind auf den verwendeten P. chrysogenum -Stamm und ins-
besondere auf die Prozessführung zurückzuführen.
Der vorgestellte Prozessverlauf weißt einige Parallelen zu einer zuvor beschriebenen
Batch-Kultivierung mit P. chrysogenum auf definiertem Medium auf (Nielsen et al.
1994). Insbesondere die Identifizierung von Gluconat als einziges signifikantes Neben-
produkt, die Beobachtung mehrerer Wachstumsphasen und eine niedrigere Wachstums-
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rate auf Gluconat sind hierbei die charakteristischen Merkmale. Der Vergleich mit die-
ser Publikation wird in Kapitel 5.3.1 nochmals aufgegriffen.
5.2.2 Fazit
Ein Batch-Prozess mit P. chrysogenum auf definiertem Glucosemedium konnte erfolg-
reich etabliert werden. Die Mikropellet-Morphologie (kleine, lockere Myzelstrukturen)
erfüllt die Voraussetzungen für 13C-Markierungsexperimente. Die Bioprozesskultivie-
rung war durch zwei charakteristische Wachstumsphasen gekennzeichnet. Während
der ersten Phase wurde Glucose vollständig verbraucht und sowohl Biomasse als auch
die organische Säure Gluconat als Overflow-Metabolit gebildet. In der nach kurzer
Adaptionsphase folgenden zweiten Phase wurde Gluconat als Kohlenstoffquelle verstoff-
wechselt. Neben Biomassebildung war die Produktion von PenV zu beobachten. Der
fehlende reprimierende Effekt durch Gluconat könnte es als potentielles Substrat für
die Penicillinproduktion interessant machen, insbesondere da Gluconat auch biotechno-
logisch aus cellulosehaltiger Biomassse gewonnen werden kann (Fan et al. 2012).
Der vorgestellte Batch-Prozess bildet demnach in Abhängigkeit der Substratverfügbar-
keit zwei unterschiedliche metabolische Zustände des Pilzes ab und diente als Grundlage
für alle weiteren Untersuchungen.
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5.3 Glucose- und Gluconatstoffwechsel in Penicillium
In Kapitel 5.2 wurde der vorgestellte Batch-Prozess auf Glucosemedium in zwei charak-
teristische Wachstumsphasen eingeteilt. In der ersten Phase wird Glucose verbraucht
und die organische Säure Gluconat gebildet. Dieses Overflow-Produkt wird anschlie-
ßend in der zweiten Phase verstoffwechelt.
Bislang wurde angenommen, dass bei Überschussbedingungen Gluconat erst nach Glu-
coseverbrauch verstoffwechselt wird (Batch-Prozess auf Saccharose bei Nielsen et al.
1994) bzw. nur bei niedrigen Glucosekonzentrationen beide Kohlenstoffquellen gleich-
zeitig genutzt werden (Chemostat-Prozess bei Kleijn et al. 2006).
Diese Annahmen wurden wie im folgenden Kapitel dargestellt mit Hilfe von Enzym-
aktivitätsmessungen, einem 13C-Markierungsexperiment sowie einem modellbasierten
Ansatz überprüft.
5.3.1 Glucoseoxidase
Die beobachtete Akkumulation von Gluconat im Medium während des Batch-Prozesses
(vgl. Abbildung 5.7 B) ist auf die Aktivität des extrazellulären Enzyms GOD zurückzu-
führen. GOD katalysiert die Oxidation von Glucose zu Gluconolakton, welches spontan
zur organischen Säure Gluconat hydrolysiert. Zur Regeneration des im aktiven Zen-
trum befindlichen Cofaktors Flavin werden die Elektronen auf molekularen Sauerstoff
übertragen und es entsteht Wasserstoffperoxid. Das Reaktionsprinzip von GOD ist in
Abbildung 5.8 A gezeigt.
Mittels Enzymassays wurde die GOD-Aktivität in zellfreien Überständen aus beiden
Vorkulturen sowie der Hauptkultur quantifiziert (vgl. Abbildung 5.8 B-D). In beiden
Vorkulturen war Enzymaktivität nachweisbar. Die hohen Zuckerkonzentrationen in
VK I+II induzierten die Bildung des Enzyms, wodurch auch der Nachweis von Glu-
conat in VK I+II erklärt werden kann (Peter 2012). In VK I war erst nach ca. 20 h
(entspricht dem Beginn der Biomassebildung nach Sporenkeimung) ein Anstieg der
Aktivität zu beobachten. In VK II wurde bereits kurz nach Beginn der Kultivierung
Aktivität nachgewiesen, welche durch die Übertragung von GOD mit dem Inokulum
aus VK I erklärbar ist. Im Verlauf von VK II war, trotz großer Schwankungen, insge-
samt eine Zunahme an GOD-Aktivität zu erkennen.
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Abbildung 5.8: Messung der extrazellulären Aktivität des Enzyms Glucoseoxidase
(GOD). (A) Prinzip der durch GOD katalysierten Reaktion von
Glucose zu Gluconat; (B) Enzymaktivitäten während Vorkultur I; (C)
während Vorkultur II; (D) während der Hauptkultur im Bioreaktor.
In der HK blieb die Aktivität hingegen konstant. Die mit dem Inokulum in den Bio-
reaktor übertragene Enzymmenge reichte offensichtlich aus, die Batch-Glucose der HK
(niedrigere Zuckerkonzentration als in VK I+II) unmittelbar zu Gluconat zu oxidie-
ren. Zudem passt diese Beobachtung zu den Gluconatkonzentrationen der ersten halben
Stunde nach Animpfen der HK (vgl. Kapitel 5.2.1). Prinzipiell könnte der konstanten
Enzymaktivität auch ein kontinuierlicher Protein-Turnover (Abbau und Neusynthese)
zugrunde liegen. Allerdings ist diese Erklärung sehr unwahrscheinlich, wenn man die
beobachteten Dynamiken während beider Vorkulturen, die entsprechende Volumen-
übertragung zwischen den Prozessstufen sowie die Tatsache, dass die Enzymaktivität
auch bei Glucoselimitation während der zweiten Phase konstant bleibt, berücksichtigt.
Das GOD-Enzym musste dementsprechend während der HK nicht erst gebildet werden
und die gefundene Aktivität war demnach unabhängig von der Biomasse.
Aufgrund des Nachweises von GOD-Aktivität und Gluconatbildung mit Beginn des
Batch-Prozesses, stellte sich die Frage nach der Metabolisierung der beiden Substrate
Glucose und Gluconat. Da Gluconat P. chrysogenum als einzige Kohlenstoffquelle die-
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nen kann (Pitt et al. 1983), sollte untersucht werden, ob die organische Säure aus-
schließlich in der zweiten Wachstumsphase, d.h. nur in Abwesenheit von Glucose ver-
stoffwechselt wird.
5.3.2 13C-Markierungsexperiment
Mit Hilfe eines 13C-Markierungsexperimentes sollte die Metabolisierung von Glucose
während der ersten Wachstumsphase im Batch-Prozess analysiert werden. Da dem
Pilz von Beginn an beide Kohlenstoffquellen zur Verfügung stehen, sind prinzipiell drei
Szenarien für die Substratassimilation in der ersten Wachstumsphase denkbar (vgl.
Abbildung 5.9 A):
• Hypothese 1: Ein Teil der Glucose wird mittels GOD zu Gluconat umgewandelt
(rgox > 0). Die restliche Glucose dient als einzige Kohlenstoffquelle, wird von den
Zellen aufgenommen und über den EMP und PPP verstoffwechselt (vglk > 0,
vgntK = 0).
• Hypothese 2: Die gesamte Glucose wird mittels GOD zu Gluconat umgesetzt
(rgox > 0). Das Wachstum erfolgt auf Gluconat als einziger Kohlenstoffquelle,
welche direkt in den PPP eingeschleust wird (vglk = 0, vgntK > 0).
• Hypothese 3: Ein Teil der Glucose wird mittels GOD zu Gluconat umgewandelt
(rgox > 0). Glucose und Gluconat werden parallel von den Zellen aufgenommen
und als Kohlenstoffquellen assimiliert (vglk > 0, vgntK > 0).
Für das Markierungsexperiment wurde ausschließlich Glucose mit isotopisch markier-
tem C1-Atom (1-13C-Glucose) eingesetzt (vgl. Abbildung 5.9 B). In der von GOD
katalysierten Reaktion zu Gluconat wird das Kohlenstoffgerüst nicht verändert. Beide
potentiellen Substrate trugen demnach das gleiche Markierungsmuster. Im PPP wird in
der Reaktion von 6PG zu Ribulose-5-phosphat (RU5P) das markierte C1-Atom als CO2
abgespalten. Die 13C-Markierung geht somit auf diesem Weg verloren. Neben dem PPP
kann 6PG über den ED verstoffwechselt werden (Pitt und Mosley 1985a). Das mar-
kierte C1-Atom gelangt über 2-Keto-3-desoxy-6-Phosphogluconat (KDPG) auf diesem
Weg zu PYR. Die Markierung kann den oberen Teil der Glycolyse nicht mehr errei-
chen, da bisher keine aktive Gluconeogenese auf Glucose (z.B. Phosphoenolpyruvat-
Carboxykinase, EC 4.1.1.49) nachgewiesen wurde (Zhao et al. 2012).
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Abbildung 5.9: Glucose- und Gluconatstoffwechsel in P. chrysogenum bei Glucoseüber-
schuss. (A) Fokussiertes Netzwerk der beteiligten extra- und intrazellu-
lären Reaktionen des Zentralstoffwechsels; (B) Mögliche Markierungs-
zustände entsprechender Stoffwechselintermediate bei Metabolisierung
1-13C-markierter Glucose.
Abbildung 5.10 zeigt die Markierungsverteilung von extrazellulärem Gluconat und aus-
gewählten intrazellulären Metaboliten des Zentralstoffwechsels während des durchge-
führten Markierungsexperimentes. Das Markierungsmuster von Gluconat (Abbildung
5.10 A) entsprach wie erwartet dem der eingesetzten Glucose. Außerdem unterschied es
sich stark von dem der intrazellulär gemessenen Metabolite. Somit konnte eine poten-
tielle intrazelluläre Bildung von Gluconat über den PPP ausgeschlossen werden. Für
die intrazellulären Metabolite (Abbildung 5.10 B-D) war eine Änderung der Markie-
rungsverteilung mit dem Phasenwechsel (11–13 h) zu beobachten. Diese ist mit der
Umstellung des Stoffwechsels als Folge des Glucoseverbrauchs und dem damit verbun-
denen Wechsel der Kohlenstoffquelle erklärbar.
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Abbildung 5.10: Relative Anteile der Massenisotopomere ausgewählter Metabolite von
P. chrysogenum während eines Batch-Prozesses mit 1-13C-markierter
Glucose. (A) Gluconat analysiert in zellfreien Überständen; (B-D)
G6P, 6PG und F6P analysiert in Zellextrakten.
Die auf Metabolomebene sichtbare Stoffwechselumstellung kann auch mit der Aufhe-
bung der Katabolitrepression der Penicillin-Biosynthese durch den Glucoseverbrauch
erklärt werden. Wie bei Rokem et al. 2007 diskutiert (gestützt auf die Studien von
van Gulik et al. 2000 und Christensen et al. 2000), geht hiermit eine Veränderung der
Stoffflusslage zugunsten der im Primärstoffwechsel gebildeten Precursor 3PG, PYR,
AKG und ACCOA einher.
Für fast alle Metabolite wurde ein isotopisch quasi-stationärer Zustand jeweils am
Ende beider Wachstumsphasen beobachtet. Tabelle 5.3 vergleicht die Markierungsver-
teilung von Gluconat, G6P und 6PG gegen Ende der ersten Wachstumsphase nach 11 h
Prozessdauer mit der anfangs eingesetzten 1-13C-Glucose.
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Tabelle 5.3: Relative Anteile der Massenisotopomere ausgewählter Metabolite im isoto-
pisch quasi-stationären Zustand nach 11 h Batch-Kultivierung mit 1-13C-
Glucose.
Massenisotopomer GLC* GLT G6P 6PG
m.0 0.000± 0.001 0.013± 0.001 0.339± 0.013 0.187± 0.014
m.1 0.934± 0.005 0.919± 0.005 0.582± 0.012 0.687± 0.065
6∑
i=2
= m.i 0.066± 0.034 0.068± 0.044 0.079± 0.005 0.126± 0.119
* Analyse der Glucosestammlösung
Anhand dieses Vergleiches lässt sich der Stoffwechselweg der Glucose während der
ersten Prozessphase aufklären (vgl. aufgestellte Hypothesen):
• Das Markierungsmuster von G6P entspricht nicht dem der eingesetzten Glucose.
Der geringere Markierungsanteil lässt auf eine hohe Aktivität des PPP und even-
tuell des ED schließen, in denen die Markierung mit dem C1-Atom im CO2
bzw. PYR verloren geht (vgl. Abbildung 5.9 B). Zusätzlich unterscheiden sich
die Markierungszustände von G6P und 6PG. Der signifikant höhere Anteil des
m.1 Massenisotopomers von 6PG (69 % vs. 58 % bei G6P) ist nicht durch die
alleinige Aufnahme von Glucose, sondern nur aufgrund einer zusätzlichen Auf-
nahme von Gluconat erklärbar. Hypothese 1 ist folglich auszuschließen. Es muss
eine Gluconataufnahme in die Zellen vorliegen (vgntK > 0).
• Die 13C-Markierung in G6P kann nur aus einer direkten Glucoseaufnahme stam-
men (vglk > 0), da kein Rückfluss von Markierung in die obere Glycolyse möglich
ist (vgl. Abbildung 5.9). Demnach kann Gluconat nicht die einzige Kohlenstoff-
quelle der ersten Wachstumsphase sein, womit auch Hypothese 2 widerlegt ist.
Demzufolge können die beschriebenen Markierungsmuster ausschließlich aus einer pa-
rallelen Aufnahme und Metabolisierung von Glucose und Gluconat stammen (Hypo-
these 3).
Ein paralleler Katabolismus von Glucose und Gluconat wurde für P. chrysogenum
bislang lediglich unter Kohlenstoff-limitierten Bedingungen nachgewiesen. Kleijn et al.
zeigte beispielsweise, dass in einem Glucose-limitierten Chemostat-Prozess geringe Glu-
conatmengen simultan verstoffwechselt werden, ohne die Stoffflusslage im Zentralstoff-
wechsel zu stören. In Form der 13C-Gluconat-Tracer-Methode wurde diese Erkenntnis
u.a. zur Bestimmung des PPP split-ratios genutzt (Kleijn et al. 2006, Zhao et al.
2008). In einer weiteren Arbeit wurde die simultane Aufnahme von Glucose, Gluconat
und Fructose während eines Batch-Prozesses auf Saccharose beschrieben (Robin et al.
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2001). Allerdings beginnt die Aufnahme der organischen Säure erst ab einer niedrige-
ren Glucosekonzentration, die Menge an Gluconat im Medium ist wesentlich geringer
und die Hypothese stützt sich lediglich auf Beobachtungen in zellfreien Überständen.
Zudem widerspricht sie vorangegangenen Untersuchungen mehrerer Wachstumsphasen
auf Saccharose (vgl. Nielsen et al. 1994).
Die folgende Quantifizierung der jeweiligen Aufnahmeraten von Glucose und Gluconat
diente sowohl der Bestätigung der Ergebnisse als auch dem Nachweis, welches Substrat
vom Pilz bevorzugt aufgenommen wird.
5.3.3 Quantifizierung von extrazellulären Raten
Die Quantifizierung aller extrazellulärer Raten erfolgte mit Hilfe eines kombinierten
Prozessmodells, welches die Dynamik extrazellulärer Messgrößen mit intrazellulären
Fluss- und Markierungsbilanzen ausgewählter Metabolite verbindet (Abbildung 5.11).
Der extrazelluläre Modellteil beschreibt die Kinetik der Biomassebildung, die bio-
masseabhängige Aufnahme von Glucose und Gluconat sowie die biomasseunabhängige
Gluconatbildung mittels GOD unter Anwendung klassischer Monod- bzw. Michaelis-
Menten-Kinetiken (Johnson und Goody 2011, Monod 1949, Michaelis und Menten
1913). Unter der Annahme, dass nicht die Substrataufnahme (r) in die Zellen, son-
dern die ersten intrazellulären Reaktionen der Enzyme Glucokinase und Gluconokinase
geschwindigkeitsbestimmend sind, gilt rGLC = vglk und rGLT = vgntK (vgl. Abbil-
dung 5.9 A).
Den intrazellulären Modellteil bilden die Fluss- und 13C-Markierungsbilanzen für
die beiden Metabolite G6P und 6PG. Es wurde dabei ein quasi-stationärer Zustand
für das Zeitintervall 8 ≤ t ≤ 11 h am Ende der ersten Wachstumsphase angenom-
men. Mittels der Substrataufnahmeraten und der Biomassebildung ausgehend von G6P
(vbm = µ · YG6P/X) wird das extra- und intrazelluläre Kompartiment verbunden. Zwei
weitere Annahmen/Nebenbedingungen vereinfachen das Modell:
(i) Zusammenfassen der Abflüsse ausgehend von 6PG in den PPP und den ED
(vgnd_eed = vgnd + veed).
(ii) Es kann keine Markierung über den PPP und ED zurück in den G6P-Pool ge-
langen (−→vpgi · x#m.1G6P = ←−vpgi · x#m.1F6P , vgl. Abschnitt 5.3.2 sowie gleiche Markierung
von G6P und F6P in Abbildung 5.10).
Die Simulationen bestätigten eine parallele Aufnahme beider Kohlenstoffquellen wäh-
rend der ersten Wachstumsphase. Die Schätzung der Raten ergab für Glucose 0.19 ≤
rGLC ≤ 0.52 mmol gBTM−1 h−1 und für Gluconat 0.54 ≤ rGLT ≤ 0.96 mmol gBTM−1 h−1
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(s. Anhang D.1). Trotz Glucoseüberschuss im Medium wird die organische Säure Glu-
conat demnach bevorzugt aufgenommen.
𝑣𝑔𝑙𝑘 = 𝑟𝐺𝐿𝐶 = 𝑐𝑜𝑛𝑠𝑡. 
𝑣𝑔𝑛𝑡𝐾 = 𝑟𝐺𝐿𝑇 = 𝑐𝑜𝑛𝑠𝑡. 
für   𝑡1 ≤ 𝑡 ≤ 𝑡2 
𝑋 = 𝜇 ∙ 𝑋 
𝐺𝐿𝐶 = −𝑟𝐺𝐿𝐶 ∙ 𝑋 − 𝑟𝑔𝑜𝑥 
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Abbildung 5.11: Kombination extra- und intrazellulärer Fluss- und Markierungsbilan-
zen in einem Prozessmodell zur Quantifizierung der Substrataufnah-
meraten von Glucose (rGLC) und Gluconat (rGLT ) bei deren paralleler
Verstoffwechselung. Nähere Erläuterungen des Modells im Text sowie
der Nomenklatur vgl. Abbildung 5.9.
In anderen Studien wurde die parallele Nutzung von Glucose und Gluconat in Glucose-
limitierten Chemostaten in Form der stationären oder instationären 13C-Gluconat-
Tracer-Methode angewandt (Zhao et al. 2011, Kleijn et al. 2006). Während die Glu-
coseaufnahmerate bei Zhao et al. mit 0.73± 0.06 mmol gBTM−1 h−1 noch in einem ähn-
lichen Bereich liegt, ist die Gluconataufnahmerate mit 0.040± 0.003 mmol gBTM−1 h−1
wesentlich geringer als die hier quantifizierte Rate. Dies liegt vermutlich in der limi-
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tierten Gluconatkonzentration im Chemostaten begründet.
Die simultane Metabolisierung von Glucose und Gluconat ist u.a. auch für die Proka-
ryoten C. glutamicum (Frunzke et al. 2008) und E. coli (Fan et al. 2012) bekannt. Für
E. coli wurde ebenfalls eine Präferenz hinsichtlich Gluconat beobachtet. Da in beiden
Organismen extrazellulär keine GOD vorliegt, konnte die parallele Aufnahme durch Zu-
gabe beider Substrate im Überschuss gezeigt werden. Dies war für P. chrysogenum auf-
grund der GOD-Aktivität nicht möglich, weshalb das hier vorgestellte 13C-Markierungs-
experiment durchgeführt wurde.
Neben den Substrataufnahmeraten wurde auch die Gluconatbildungsrate mit Hilfe des
Prozessmodells bestimmt (s. Anhang D.1). Die maximale Rate zu Beginn des Prozes-
ses betrug 7.74 ≤ rgox ≤ 10.29 mmol h−1 und passt damit sehr gut zu den gemessenen
Enzymaktivitäten von 0.14± 0.04 U mL−1, bzw. umgerechnet 8.53± 2.65 mmol h−1
(vgl. Kapitel 5.3.1). Obwohl die Enzymaktivität während des Prozesses konstant blieb,
nahm die Gluconatbildungsrate, wie zu erwarten, mit der Glucosekonzentration ab.
5.3.4 Fazit
Es wurde nachgewiesen, dass der Overflow-Metabolit Gluconat bei Glucoseüberschuss
von P. chrysogenum ausschließlich mittels des extrazellulären Enzyms GOD gebildet
wird. GOD-Aktivität war in allen Prozessstufen messbar, wobei die Aktivität wäh-
rend der Hauptkultur im Bioreaktor konstant blieb. Mit Hilfe eines 13C-Markierungs-
experimentes und eines kombinierten Prozessmodells wurde die parallele Nutzung von
Glucose und Gluconat als Kohlenstoffquelle während der ersten Batch-Phase (Glucose-
überschuss) aufgedeckt. Außerdem zeigte die Quantifizierung der jeweiligen Substrat-
aufnahmeraten eine Präferenz für die organische Säure Gluconat. Die Assimilation von
Gluconat unterliegt folglich keiner Katabolitrepression durch Glucose.
Die erhaltenen Ergebnisse waren eine grundlegende Voraussetzung für die anschlie-
ßende zielgerichtete Durchführung von 13C-MFA. Hierbei sollte insbesondere überprüft
werden, in wieweit die Umstellung des Stoffwechsels mit dem Phasenwechsel (in Ab-
hängigkeit des Substrats) auf Flussebene sichtbar ist und ob bei der parallelen Nutzung
von Gluconat neben dem PPP auch der ED aktiv ist.
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5.4 13C-Stoffflussanalyse
In Kapitel 5.3 konnte anhand eines 13C-Markierungsexperimentes die parallele Metabo-
lisierung von Glucose und Gluconat bei Glucoseüberschussbedingungen in einem Batch-
Prozess mit P. chrysogenum nachgewiesen werden. Nach Glucoseverbrauch folgt in ei-
ner zweiten Wachstumsphase die alleinige Nutzung von Gluconat als Kohlenstoffquelle.
Mit Hilfe der stationären 13C-MFA sollte im Folgenden geklärt werden, ob der in Ab-
hängigkeit der Substratverfügbarkeit beobachtete Phasenwechsel auch mit einer Stoff-
wechselumstellung auf Ebene intrazellulärer Stoffflüsse verbunden ist und insbesondere,
in wieweit Gluconat als Substrat neben dem PPP auch über den ED verstoffwechselt
wird.
5.4.1 13C-Markierungsexperimente und Simulationsansatz
Als Grundlage für die vergleichenden Stoffflussanalysen dienten die intrazellulären
Markierungsverteilungen aus zwei 13C-Markierungsexperimenten mit unterschiedlichen
Substratmischungen. In einem ersten Batch-Experiment diente ausschließlich Glucose
mit isotopisch markiertem C1-Atom (1-13C-Glucose, vgl. Kapitel 5.3.2) als Substrat. Im
zweiten Markierungsexperiment wurde eine Mischung aus 20 % vollständig markierter
U-13C-, 60 % 1-13C- und 20 % unmarkierter Glucose eingesetzt.
Die Grundvoraussetzung für die Durchführung der stationären 13C-MFA ist ein so-
wohl metabolisch als auch isotopisch stationärer Zustand während des untersuchten
Zeitraumes. Für beide exponentiellen Wachstumsphasen des Batch-Prozesses wurde
jeweils ein metabolisch quasi-stationärer Zustand angenommen (vgl. Kapitel 3.3). Die
isotopische Stationarität intrazellulärer Metabolite musste zunächst durch Beprobung
der jeweiligen Phasen während beider Markierungsexperimente nachgewiesen werden.
In Abbildung 5.12 sind exemplarisch für beide Markierungsexperimente die zeitlichen
Verläufe der Massenisotopomer-Anteile von Fructose-1,6-bisphosphat (FBP), Glycerin-
aldehyd-3-phosphat (GAP) und 6PG gezeigt. Die entsprechenden Daten von G6P und
Fructose-6-phosphat (F6P) des 13C1-Experimentes sind zudem Abbildung 5.10 zu ent-
nehmen.
In beiden Experimenten war der Phasenwechsel als Änderung der intrazellulären Mar-
kierungsverteilung der Metabolite sichtbar. Am Ende jeder Wachstumsphase konnte
ein isotopisch quasi-stationärer Zustand angenommen werden. Dies gilt in der ersten
Phase für die Prozesszeitpunkte 11 h bzw. 10 h und für die zweite Phase nach 22 h
bzw. 23 h. Die Markierungsdaten dieser Zeitpunkte bildeten daher die Grundlage für
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die anschließende Durchführung der 13C-MFA. Gestützt wurde die Annahme der iso-
topischen Stationarität außerdem durch die Markierungsmuster des CO2 im Abgas. Zu
den gewählten Zeitpunkten waren die Anteile von markiertem und unmarkiertem CO2
in beiden Experimenten konstant (vgl. Anhang E.1).
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Abbildung 5.12: Relative Anteile der Massenisotopomere von FBP, GAP und 6PG
in Zellextrakten von P. chrysogenum während der Markierungs-
experimente mit 100 % 1-13C-Glucose (13C1) sowie 20 % U-13C-, 60 %
1-13C- und 20 % unmarkierter Glucose (13C-Mix).
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Bei Betrachtung von Abbildung 5.12 fallen außerdem die hohen Anteile unmarkierter
Massenisotopomere in beiden Experimenten auf. Diese Anteile wurden in der zweiten
Wachstumsphase noch größer, was auf eine erhöhte Aktivität des PPP (Abspaltung
des C1-Atoms als CO2) aufgrund von Gluconat als einzigem Substrat schließen lässt.
Beim 13C1-Experiment bewegte sich insbesondere die Markierungsverteilung in GAP
am Prozessende im Bereich der natürlichen Markierung, da weder über den PPP noch
über den ED 13C-Markierung in diesen Metaboliten gelangen kann. Ein möglicher Rück-
fluss ausgehend von PYR in den oberen Teil der Glycolyse war bereits in Kapitel 5.3.2
ausgeschlossen worden und wurde hier noch einmal experimentell bestätigt.
Es konnte gezeigt werden, dass beide Markierungsexperimente für die Durchführung
der 13C-MFA geeignet sind. Im gewählten Simulationsansatz wurden demnach bei-
de experimentellen Datensätze in ein fokussiertes Netzwerk integriert, d.h. für jedes
Massenisotopomer gab es zwei Zustandswerte, welche mit Hilfe des Modells gleichzei-
tig beschrieben wurden. Durch den Einsatz paralleler Markierungsexperimente sollte
insbesondere die Genauigkeit der Flussschätzung verbessert werden (vgl. Crown und
Antoniewicz 2013).
5.4.2 Stoffwechselnetzwerk und Modellvarianten
Als Grundlage für die 13C-MFA diente ein fokussiertes Stoffwechselnetzwerk des EMP,
PPP und ED, da die potentielle Aktivität des ED im Fokus der Untersuchungen stand.
Dieser Ansatz ermöglichte die vollständige Integration von Metabolitdaten, für die im
Untersuchungszeitraum ein isotopisch stationärer Zustand angenommen wurde. Hier-
zu zählen die Intermediate des EMP, PPP sowie im Cytosol vorliegende Aminosäu-
ren (vgl. Tabellen E.3 und E.4 im Anhang E.3). Durch die Fokussierung wurde zu-
gleich die Problematik der Kompartimentierung umgangen, da gegenwärtig keine di-
rekte Methode zur kompartimentaufgelösten Metabolitmessung zur Verfügung steht
(vgl. Kapitel 3.3.2).
Das zugrundeliegende C-Atom Transitionsnetzwerk, die verwendete Biomassegleichung
sowie eine Liste der getroffenen Annahmen zur Vereinfachung des Netzwerkes sind An-
hang E.2 zu entnehmen. Für weitere Details zum erstellten Stoffwechselnetzwerk sei an
dieser Stelle auf Niedenführ 2013 verwiesen.
Bei Nielsen et al. 1994 wurde anhand von NADPH-abhängigen Fluoreszenzmessungen
vermutet, dass bei Wachstum auf Gluconat lediglich der PPP genutzt wird. Die Enzyme
des ED wurden zwar in Penicillium nachgewiesen, zeigten aber viel geringere Aktivi-
täten als die Enzyme des EMP und PPP (Pitt und Mosley 1985a, vgl. Kapitel 3.3).
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Zur Beantwortung der Frage, in wieweit der ED in P. chrysogenum unter den ge-
wählten Bedingungen aktiv ist, wurden zwei Modellvarianten erstellt und anschließend
mittels 13C-MFA diskriminiert.
Abbildung 5.13: Fokussiertes Stoffwechselnetzwerk von P. chrysogenum zur Durchfüh-
rung stationärer 13C-MFA in den zwei Wachstumsphasen des Batch-
Prozesses auf definiertem Glucosemedium. Die Entwicklung des Netz-
werks sowie die Durchführung der 13C-MFA erfolgten in Kooperation
mit Sebastian Niedenführ, AG Modellierung und Simulation.
Das erste Netzwerkmodell von EMP, PPP und ohne ED enthält insgesamt 153 Reaktio-
nen (vgl. Tabelle E.2). Für die zweite Modellvariante inklusive ED (vgl. Abbildung 5.13)
wurden zwei zusätzliche Reaktionen berücksichtigt (nach Conway 1992):
• 6-Phosphogluconat-Dehydratase (ed1; EC 4.2.1.12), welche die Umsetzung von
6PG zu KDPG katalysiert
• KDPG-Aldolase (ed2; EC 4.1.2.14 ), welche die Reaktion von KDPG zu GAP
und PYR katalysiert
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5.4.3 Stoffflusslagen beider Wachstumsphasen im Modellprozess
13C-MFA wurden durch Integration beider experimenteller Datensätze für beide Phasen
mit jeweils beiden Modellvarianten durchgeführt. Tabelle 5.4 vergleicht die mit Hilfe des
Prozessmodells angepassten extrazellulären Raten (vgl. Kapitel 5.3.3), welche als Input
für die 13C-MFA verwendet wurden, mit den geschätzten Raten aus den Anpassungen
mit beiden Modellvarianten.
Tabelle 5.4: Vergleich der Schätzungen extrazellulärer Raten mittels Prozessmodell so-
wie mit den beiden Modellvarianten (mit bzw. ohne ED) im Rahmen der
13C-MFA.
1. Phase 2. Phase
Glucoseaufnahmerate [mmol gBTM−1 h−1]
Prozessmodell 0.36± 0.17 —
ohne ED 0.61 —
mit ED 0.61 —
Gluconataufnahmerate [mmol gBTM−1 h−1]
Prozessmodell 0.75± 0.21 0.75± 0.21
ohne ED 0.76 0.68
mit ED 0.76 0.70
Wachstumsrate [h−1]
Prozessmodell 0.06± 0.01 0.06± 0.01
ohne ED 0.06 0.06
mit ED 0.06 0.06
Insgesamt wurde eine vergleichbare Schätzung der extrazellulären Raten durch beide
Modellvarianten erreicht. Die Glucoseaufnahmerate wurde mittels 13C-MFA deutlich
höher geschätzt als im Prozessmodell-Ansatz. Hierbei ist allerdings zu beachten, dass
für die extrazellulären Raten im Prozessmodell große Fehlerbereiche geschätzt wurden.
Aus diesem Grund wurde im Fall der 13C-MFA bewusst auf eine Fehlerbetrachtung
mittels statistischer Analyse verzichtet. Bei der Interpretation der Stoffflussverteilung
in beiden Wachstumsphasen muss diese Einschränkung berücksichtigt werden.
Als Gesamtmaß für die Güte der Anpassung der simulierten an die experimentellen
Daten mit den beiden Modellvarianten dient das Residuum. Für das Modell ohne ED
betrug das Residuum für die Daten der ersten Phase 1999 und die der zweiten Phase
3407. Für die Modellvariante inklusive ED wurden Residuen für die erste Phase von
1952 und die zweite Phase von 2002 erhalten.
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Für die erste Wachstumsphase ist damit hinsichtlich des Residuums kein Unterschied
zu erkennen. Dies hängt möglicherweise mit der parallelen Glucosemetabolisierung zu-
sammen, so dass der Einfluss von Gluconat (das evtl. im gewählten Prozess über den
ED verstoffwechselt wird) nicht so sehr ins Gewicht fällt bzw. der ED in der ersten
Wachstumsphase keine Rolle spielt.
Für die zweite Phase, bei ausschließlichem Wachstum auf Gluconat, ergab sich eine
deutlich bessere Anpassung bei Berücksichtigung des ED. Die mit der Substratverfüg-
barkeit einhergehende Stoffwechselumstellung wurde folglich mit der Modellvariante
inklusive des ED besser abgebildet. Dieses Ergebnis kann als erster Hinweis für die
Aktivität des ED interpretiert werden.
Gestützt wird diese Vermutung durch den Vergleich der gemessenen mit den simu-
lierten Massenisotopomer-Anteilen des Schlüsselmetaboliten PYR (s. Abbildung 5.14).
Während für die erste Phase beide Modellvarianten das Markierungsmuster von PYR
gleich gut wiedergaben, schätzte das Modell ohne ED für die zweite Phase den Anteil
des m.0 Massenisotopomers deutlich höher als den Messwert. Ursache hierfür sind die
bereits erwähnten C-Atom Transitionen, wodurch der Fluss über den ED in einem hö-
heren Markierungsanteil von PYR als bei Fluss über den EMP oder PPP resultiert.
Bei Integration des ED in das Modell wurden die Massensiotopomer-Anteile von PYR
hingegen sehr gut abgebildet (vgl. Tabellen E.3 und E.4 im Anhang E.3).
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Abbildung 5.14: Massenisotopomer-Anteile von PYR in den zwei Wachstumsphasen
des Batch-Prozesses beim Markierungsexperiment 13C-Mix. Die ge-
messenen Anteile sind den mit beiden Modellvarianten (mit bzw. ohne
ED) simulierten Anteilen gegenübergestellt.
5.4 13C-Stoffflussanalyse 75
Aufgrund dieser Ergebnisse werden nachfolgend ausschließlich die Stoffflussschätzungen
des Modells inklusive ED näher analysiert. Alle gemessenen und simulierten Massen-
isotopomere sowie alle geschätzten Stoffflüsse für beide Modellvarianten sind im An-
hang E.3 zusammengefasst.
In Abbildung 5.15 sind die geschätzten Stoffflusslagen für beide Wachstumsphasen bei
Verwendung des Modells mit ED dargestellt. Es wurde auf eine relative Darstellung
(Normierung auf die Substrataufnahme) verzichtet, da aufgrund der unterschiedlich
aufgenommenen Gesamtsubstratmengen beide Phasen nur anhand der absoluten Fluss-
raten direkt miteinander verglichen werden können.
Der entscheidende Unterschied zwischen den beiden Wachstumsphasen betrifft die Sub-
stratverfügbarkeit. In der ersten Wachstumsphase wird insgesamt fast doppelt so viel
Substrat (Glucose und Gluconat parallel) aufgenommen und sowohl der EMP als auch
der PPP werden für die Assimilation der beiden Kohlenstoffquellen genutzt. Dadurch
wird zunächst die Verfügbarkeit von Energie- und Reduktionsäquivalenten sicherge-
stellt. In der zweiten Wachstumsphase wird der PPP hingegen direkt durch das Sub-
strat Gluconat gespeist (höhere Enzymaktivitäten in PPP als EMP bei Wachstum
auf Gluconat, Pitt und Mosley 1985a). Der Fluss in der oberen Glycolyse (reversi-
ble Reaktion von G6P zu F6P durch die G6P-Isomerase) ergibt sich hier aufgrund
der notwendigen Bereitstellung von G6P für die Biomassebildung. Eine Diskussion der
Flussraten des PPP im direkten Zusammenhang mit der Penicillinbildung (wie z.B.
bei Kleijn et al. 2006) war aufgrund des fokussierten Netzwerks und dem Vergleich
verschiedener Substrataufnahmen mit dem gewählten Ansatz nicht möglich.
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Abbildung 5.15: Geschätzte Stoffflussverteilungen für P. chrysogenum in den bei-
den Wachstumsphasen des Batch-Prozesses auf definiertem Glucose-
medium unter Verwendung eines fokussierten Stoffwechselnetzwerks
inklusive ED. Dargestellt sind die aus der Anwendung der 13C-MFA
resultierenden Nettoflüsse in [mmol gBTM−1 h−1].
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Auffällig im Vergleich beider Phasen ist der unterschiedliche Fluss im unteren Teil des
EMP. In diesem Abschnitt der Glycolyse (ausgehend von GAP bis PYR) gewinnt die
Zelle ATP und NADH. Der ED speist diesen Stoffwechsel-Abschnitt direkt und umgeht
somit zugleich die durch die Phosphofructokinase katalysierte ATP-verbrauchende Re-
aktion von F6P zu FBP im oberen Teil der Glycolyse. Außerdem liefert der ED einen
direkten Zugang zu den für die Penicillin-Biosynthese benötigten Vorläufermetaboliten
des Zentralstoffwechsels 3PG und PYR. Hier besteht offensichtlich ein Zusammenhang
zwischen ED-Aktivität und Produktbildung in der zweiten Phase (vgl. Abbildung 5.15).
Für Penicillin werden theoretisch 11 NADH, 5 ATP und 7 NADPH benötigt. NADPH
wird im PPP generiert, weshalb hier auch in der Produktbildungsphase ein großer Fluss
(größer als entlang des ED) zu beobachten ist.
Für die erste Phase wurde ebenfalls ein geringer Fluss über den ED geschätzt, aller-
dings wird dieser im Rahmen der Statistik sehr wahrscheinlich nicht signifikant sein,
da die Anpassungen mit beiden Modellvarianten ein ähnliches Residuum lieferten. Wie
zuvor bereits diskutiert, ist davon auszugehen, dass folglich der ED keine Rolle bei
gleichzeitiger Nutzung von Glucose und Gluconat spielt. Auch wenn die Gluconatauf-
nahme nicht reguliert ist, kann an dieser Stelle über eine mögliche Inhibierung der
ED-Enzyme durch Glucose spekuliert werden. Diese Hypothese könnte anhand von
Enzymaktivitätsmessungen überprüft werden.
5.4.4 Fazit
Anhand der mittels 13C-MFA geschätzten Stoffflussverteilungen sind Unterschiede zwi-
schen den beiden Wachstumsphasen des Batch-Prozesses in Abhängigkeit der Substrat-
verfügbarkeit nachweisbar. Die Ergebnisse zeigen, dass der ED sehr wahrscheinlich in
der zweiten Wachstumsphase auf Gluconat als einziger Kohlenstoffquelle aktiv ist. Die
Vorteile der ED-Aktivität für die Zellen könnten in der direkten Bereitstellung von
Vorläufermetaboliten (3PG, PYR) sowie Energie- und Reduktionsäquivalenten (ATP,
NADH) im unteren Teil des EMP liegen. Die Bereitstellung von NADPH erfolgt in
beiden Phasen über den PPP.
Die vorgestellten Ergebnisse sind mit einigen Einschränkungen zu betrachten, da die
Untersuchungen nur mit einem fokussierten Netzwerk, ohne Berücksichtigung von Zell-
kompartimenten und ohne statistische Analyse durchgeführt wurden.
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5.5 Metabolomanalyse
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollten quantitative Metabolomanalysen für den
untersuchten Organismus P. chrysogenum durchgeführt werden. Hierzu wurden zu-
nächst ausgewählte kritische Schritte der Probenprozessierung näher untersucht und
anschließend das Exo- und Endometabolom in Abhängigkeit der Substratverfügbarkeit
während beider Wachstumsphasen des Modellprozesses analysiert.
5.5.1 Methodenentwicklung für Penicillium
Wie in Kapitel 3.2 ausführlich erläutert, ist die Methodenentwicklung für eine absolute
Quantifizierung intrazellulärer Metabolite sehr komplex. Zur Optimierung der Metho-
de hinsichtlich der Anforderungen des filamentösen Pilzes, wurden die im Folgenden
beschriebenen kritischen Schritte bei der Probenprozessierung näher betrachtet.
Waschen gequenchter Biomasse
Im instationären 13C-Markierungsexperiment des Chemostat-Prozesses (Kapitel 5.1.2)
wurde bereits beobachtet, dass hohe extrazelluläre Metabolitkonzentrationen (hier für
PenV diskutiert) intrazelluläre Ergebnisse verfälschen können. Aus diesem Grund
wurde die Notwendigkeit eines Waschschrittes für gequenchte Biomasse zur Entfernung
extrazellulärer Metabolite untersucht. Bei Douma et al. 2010 ist bereits nachgewiesen
worden, dass ein solches Vorgehen hinsichtlich der Quantifizierung extrazellulär hoch-
konzentrierter Intermediate der Penicillin-Biosynthese sinnvoll und mittels Filtration
einfach zu realisieren ist. Im Rahmen der nachfolgend vorgestellten Analysen wurde
überprüft, ob dies auch für den Batch-Prozess (keine Produktionsbedingungen) und
die Quantifizierung von Zentralstoffwechselmetaboliten erforderlich ist.
Die Bewertung erfolgte anhand von Extrakten aus gequenchter Biomasse ohne bzw.
nach ein- oder zweimaligem Waschen mit Quenchinglösung (60 %-iges MeOH). Im Rah-
men der Fehler ist für die meisten Metabolite anhand der Extrakte kein Effekt durch
das Waschen erkennbar (Abbildung 5.16). Anders sieht es für PenV und 6APA aus,
die beide extrazellulär in hohen Konzentrationen (mM-Bereich) vorlagen. Um diese
Metabolite intrazellulär quantifizieren zu können, ist demzufolge auch unter Standard-
bedingungen (im Batch-Prozess) ein Waschschritt dringend erforderlich, da ansonsten
die intrazellulären Konzentrationen überschätzt werden (vgl. Douma et al. 2010).
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Abbildung 5.16: Konzentrationen ausgewählter Metabolite in Zellextrakten von
P. chrysogenum ohne bzw. nach ein- oder zweimaligem Waschen der
gequenchten Biomasse mit 60 %-igem MeOH.
Auch von anderen Metaboliten wurden signifikante Konzentrationen (wenn auch we-
sentlich geringer als von 6APA und PenV) in den Waschlösungen nachgewiesen (vgl.
Anhang F.1). Grundsätzlich gibt es drei mögliche Ursachen für das beschriebene Phä-
nomen:
1. Metabolite sind im extrazellulären Restvolumen nach Zellabtrennung vorhanden.
2. Leakage durch den Einsatz von 60 %-igem MeOH als Waschlösung.
3. Extraktion von Metaboliten aus Biomasseverlust (8.5 %) bei der Filtration.
Ursache 1 ist naheliegend für Metabolite wie PenV und 6APA, die im extrazellulären
Raum in nicht zu vernachlässigbaren Konzentrationen vorliegen.
Ursache 2 widerspricht theoretisch der in den Extrakten beobachteten unveränderten
Metabolitkonzentrationen für Intermediate des Zentralstoffwechsels. Ein Metabolitver-
lust durch Leakage würde mit jedem Waschschritt zu stärker falsch-zu-niedrigen Ex-
traktmessungen führen. Allerdings müssen hier die großen Verdünnungsfaktoren und
die damit verbundene größere Unsicherheit bei der Quantifizierung in den Waschlösun-
gen berücksichtigt werden.
Ursache 3 liefert eine logische Erklärung für die Metabolitkonzentrationen in den
Waschlösungen. Allerdings wäre auch in diesem Fall ein deutlicher Effekt in den Ex-
trakten für den Großteil der Metabolite zu erwarten, da mit jedem Waschschritt zu-
nehmend weniger Biomasse extrahiert wird, die Gesamtbiomasse als Referenz hingegen
gleich bleibt. Der Biomasseverlust bei der Filtration führt zu einem systematisch falsch-
zu-niedrigen Konzentrationswert.
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Auf Grundlage der vorliegenden Daten konnte nicht entschieden werden, welcher Effekt
dominant ist. Zur möglichst reproduzierbaren Quantifizierung wurde deshalb nachfol-
gend ein Waschschritt durchgeführt und die resultierende Stoffmenge in der Waschlö-
sung bei der Quantifizierung nach Gleichung 4.4 und 4.5 sowie bei der Fehlerfortpflan-
zung (Gleichung 4.6) berücksichtigt.
Verhältnis Biomasse zu Extraktionsvolumen
Neben der Biomasseabtrennung ist die Metabolitextraktion ein weiterer wesentlicher
Schritt bei der Probenprozessierung. Generell gilt, dass die Extraktion möglichst voll-
ständig erfolgen soll. Da die Extraktionseffizienz allerdings keine absolut messbare Grö-
ße ist (dafür müsste die intrazelluläre Konzentration vorab exakt bekannt sein), muss
zumindest sichergestellt werden, dass die Extraktion reproduzierbar ist, d.h. im glei-
chen Maße erfolgt.
Nachfolgend wurde eine Versuchsreihe durchgeführt, bei der das Verhältnis zwischen
eingesetzter Biomasse (in Form des Probevolumens) und dem Extraktionsvolumen
(MeOH/TE) variiert wurde, um ein für die Extraktion passendes Verhältnis zu be-
stimmen (in mg BTM pro mL MeOH/TE-Puffer).
Für alle gemessenen Metabolite waren die ermittelten Konzentrationswerte bei nied-
rigem Extraktionsvolumen konstant und stiegen mit Erhöhung des Verhältnisses zu
mehr Extraktionsvolumen pro Biomasse (s. Abbildung 5.17 und Anhang F.2). Dieser
Zusammenhang ist nur erklärbar, wenn man die Extraktion als konzentrationsabhängi-
gen Diffusionsprozess zwischen zwei Phasen (Cytosol vs. MeOH/TE) versteht (s. auch
de Jonge et al. 2012).
Aufgrund des Sättigungsverlaufes ist Leakage (anstatt Diffusion) als Ursache für das
beobachtete Phänomen auszuschließen. Hier wäre eher ein konstanter Zusammenhang
zu erwarten gewesen. Die Ergebnisse zeigen, dass es zwingend notwendig ist, immer das
gleiche Verhältnis von zu extrahierender Biomasse und Extraktionsvolumen einzustel-
len, wenn man Proben direkt miteinander vergleichen will. Dies gilt insbesondere für
Proben aus einem Prozessverlauf, bei dem sich die Biomassekonzentration fortlaufend
ändert (hier Batch-Prozess). Andernfalls besteht die Gefahr, dass systematisch fehler-
hafte Konzentrationsunterschiede fälschlicherweise biologisch interpretiert werden.
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Abbildung 5.17: Konzentrationen ausgewählter Metabolite in Zellextrakten von
P. chrysogenum bei Variation des Verhältnisses zwischen Biomasse
und Extraktionsvolumen (mg BTM pro mL MeOH/TE-Puffer).
Überraschenderweise wurde keine Sättigung der Konzentrationswerte im oberen Be-
reich beobachtet. Entweder genügte das eingestellte Verhältnis nicht für eine vollstän-
dige Extraktion der Metabolite oder durch den enormen Verdünnungseffekt wurde
das untere Quantifizierungslimit der LC-MS/MS-Methode unterschritten, wodurch ein
korrektes Abbilden dieses oberen Verhältnisbereiches nicht möglich ist. Durch letztere
Hypothese könnte auch die wieder sinkende Konzentration von z.B. 23PG bei sehr
kleinen Verhältnissen erklärt werden.
Eine Erhöhung der Extraktionseffizienz ist demnach nur bis zum Einstellen des Phasen-
gleichgewichtes zwischen den Konzentrationen im ursprünglichen Probenvolumen (bzw.
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dem entsprechenden intrazellulären Volumen) und dem Extraktionsvolumen möglich.
Damit ist die Metabolitkonzentration im Extrakt abhängig von:
• Menge eingesetzter Biomasse (resultiert in bestimmtem intrazellulären Volumen)
• Volumen des Extraktionsmittels
• Intrazellulärer Konzentration (variabel während Prozessverlauf)
• Extraktionsmittel (z.B. Löslichkeit und Stabilität der Metabolite)
• Metabolit-spezifischem Quantifizierungslimit (ausreichend Biomasse zum Aus-
gleich des Verdünnungseffektes durch das Extraktionsvolumen)
Aus diesen Beobachtungen lässt sich schließen, dass gegenwärtig für P. chrysogenum
mit der angewendeten Methode keine absolut quantitativen Daten erhoben werden kön-
nen. Es ist jedoch möglich, vergleichende Analysen durchzuführen, wenn sichergestellt
wird, dass die Proben mit der gleichen Methode generiert wurden, d.h. bei gleicher
Biomasse (durch entsprechend angepasstes Probenvolumen) sowie gleichem Verhältnis
zwischen Biomasse und Extraktionsvolumen.
5.5.2 Untersuchung des Exometaboloms im Modellprozess
Ausgehend von den Ergebnissen bzgl. des Waschens gequenchter Biomasse im Rahmen
der Methodenentwicklung (Kapitel 5.5.1), sollte das Exometabolom von P. chrysogenum
näher untersucht werden. Darüber hinaus wurde bei Paczia et al. 2012 mittels Exo-
metabolom-Analysen ein extrazelluläres Spektrum an Metaboliten und Aminosäuren
in Folge unregulierter Kohlenstoffaufnahme für verschiedene Mikroorganismen nachge-
wiesen. Die extrazellulären Konzentrationen müssen deshalb für eine brauchbare intra-
zelluläre Quantifizierung (Berechnung von Leakage nach Gleichung 4.4) berücksichtigt
werden.
Ziel der im Folgenden beschriebenen Untersuchung war die Erfassung des Exometabo-
loms von P. chrysogenum in Abhängigkeit der Substratverfügbarkeit während beider
Wachstumsphasen des Modellprozesses. Die resultierenden Daten sollten anschließend
hinsichtlich ihrer Relevanz für die Quantifizierung intrazellulärer Metabolite in diesem
Organismus bewertet werden.
Das Exometabolom von P. chrysogenum wurde anhand zellfreier Kulturüberstände
über den gesamten Batch-Prozess gerichtet mittels LC-MS/MS analysiert (s. Abbil-
dung 5.18). Zahlreiche Aminosäuren und Zentralstoffwechselintermediate wurden ex-
trazellulär in quantifizierbaren Mengen (µM-Bereich) nachgewiesen.
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Abbildung 5.18: Extrazelluläre Konzentrationen ausgewählter Metabolite im Verlauf
des Batch-Prozesses mit P. chrysogenum auf definiertem Glucose-
medium.
Generell nahmen die Konzentrationen zunächst über den Prozessverlauf zu (z.T. wachs-
tumsgekoppelte Akkumulation, “overflow“) und mit dem Prozessende größtenteils wie-
der ab (Wiederaufnahme). Eine Ausnahme bildeten die Sekundärmetabolite 6APA
und PenV. Zudem waren teilweise verschiedene Prozessphasen erkennbar, was für ei-
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ne Abhängigkeit des Exometaboloms vom metabolischen Zustand der Zelle und somit
der Substratverfügbarkeit spricht. Unter Berücksichtigung der bereits beschriebenen
Wachstumsphasen (vgl. Kapitel 5.2) können die Metabolite des Exometaboloms in
drei Kategorien eingeteilt werden (s. Anhang F.3):
1. Akkumulation während beider Wachstumsphasen, Aufnahme in Limitation (z.B.
G6P, DHAP)
2. Akkumulation mit sichtbarem Phasenwechsel, Aufnahme bei Limitation (z.B.
RX5P, VAL)
3. Akkumulation nur während Wachstum auf Gluconat und spätere Wiederaufnah-
me (z.B. AKG)
Insgesamt konnten nur wenige Zuckerphosphate in geringen Konzentrationen identifi-
ziert werden. PYR war hingegen in hohen Konzentrationen nachweisbar, was den Be-
obachtungen für andere Mikroorganismen entspricht (Paczia et al. 2012) und im Fall
von P. chrysogenum mit dem Gluconatüberschuss und der Aktivität des ED erklärbar
ist. Ähnlich hohe Konzentrationen wurden zudem für die ausgehend von PYR gebil-
dete Aminosäure Alanin (ALA) detektiert. Zum Teil zeigten die Metabolite parallele
Verläufe (z.B. Tyrosin (TYR) und Phenylalanin (PHE)), was auf gemeinsame Bio-
synthesewege zurückzuführen ist.
Da sich keine systematischen Dynamiken (d.h. Korrelation aller Metabolite unterein-
ander) zeigen, ist eine biologische Ursache für das beschriebene Phänomen sehr wahr-
scheinlich. Die gefundenen Konzentrationen können auch nicht durch tote und lysierte
Zellen erklärt werden, da z.B. keine Energieäquivalente oder energetisch aufwändige
Aminosäuren (z.B. CYS) detektiert wurden.
Für den Transport der Metabolite sind verschiedene aktive oder passive Mechanismen
denkbar, darunter auch Diffusion entlang des hohen Konzentrationsgradienten im Bio-
reaktor. Insbesondere die Aminosäuren wurden wieder vollständig aufgenommen und in
P. chrysogenum sind einige spezifische und unspezifische Transporter für Aminosäuren
bekannt (Übersicht bei Nielsen 1997).
5.5.3 Untersuchung des Endometaboloms im Modellprozess
Wie in Kapitel 5.5.1 erläutert, liefert die entwickelte Extraktionsmethode zwar keine
absoluten intrazellulären Konzentrationswerte, sie ermöglicht aber deren Abschätzung
und erlaubt insbesondere eine vergleichende Analyse zwischen verschiedenen Prozess-
zuständen. Im Folgenden wurde die Methode zum Vergleich der beiden Prozessphasen
des Batch-Ansatzes auf Metabolomebene angewendet.
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Die Abbildungen 5.19 und 5.20 zeigen ausgewählte Ergebnisse dieser Analyse (alle
Metabolitkonzentrationen sind Anhang F.4 zu entnehmen).
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Abbildung 5.19: Intrazelluläre Metabolitkonzentrationen in der ersten (8 h) und zwei-
ten (19 h) Wachstumsphase von P. chrysogenum im Batch-Prozess
auf definiertem Glucosemedium. (A) Intermediate des Zentralstoff-
wechsels; (B) Intermediate der Penicillin-Biosynthese.
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Abbildung 5.20: Intrazelluläre Aminosäurekonzentrationen in der ersten (8 h) und zwei-
ten (19 h) Wachstumsphase von P. chrysogenum im Batch-Prozess auf
definiertem Glucosemedium.
Für fast alle Metabolite wurden höhere intrazelluläre Konzentrationen am Probenah-
mezeitpunkt nach 8 h (Mitte exponentielle Phase auf Glucose/Gluconat) im Vergleich
zur Probe nach 19 h (Mitte exponentielle Phase auf Gluconat) nachgewiesen. Diese
Beobachtung korreliert mit der fast doppelt so hohen Substrataufnahme während der
parallelen Nutzung von Glucose und Gluconat als Kohlenstoffquelle. Die Halbierung
der intrazellulären Konzentration von Intermediaten der oberen Glycolyse (G6P bis
GAP) beim Wegfall der direkten Speisung des EMP durch Glucose in der zweiten
Wachstumsphase unterstreicht diese Erklärung (vgl. auch entsprechende Stoffflüsse in
Abbildung 5.15).
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Einzig für 23PG, PYR, CYS sowie den Intermediaten der Penicillin-Biosynthese wur-
den höhere Konzentrationen in der 2. Phase bestimmt. Dies könnte im Zusammenhang
mit der Penicillinproduktion (3PG und PYR als direkte Precursor für CYS und VAL)
und der zusätzlichen Aktivität des ED (vgl. Kapitel 5.4) in der 2. Phase stehen. Die
intrazellulären Konzentrationen würden sich in diesem Fall zugunsten der Produktbil-
dung verschieben, wobei selbstverständlich nicht direkt von den Metabolitkonzentra-
tionen auf die entsprechenden Stoffflüsse geschlossen werden darf.
Ein direkter Vergleich der gezeigten intrazellulären Konzentrationen mit Literaturda-
ten ist aufgrund des gewählten Kultivierungsprozesses sowie der angewendeten Quan-
tifizierungsmethode wie zuvor diskutiert nicht möglich. Beim Vergleich der intra- mit
den extrazellulären Konzentrationen (Kapitel 5.5.2) fällt auf, dass hier keine direkte
Korrelation besteht. So wurden beispielsweise für AKG intrazellulär eher niedrige (im
Vergleich zu z.B. S7P), extrazellulär hingegen höhere Konzentrationen nachgewiesen.
Diese Beobachtung stützt nochmals die Aussage, dass das Exometabolom biologisch
interpretiert werden muss.
5.5.4 Fazit
Im vorangegangenen Kapitel wurde gezeigt, dass die entwickelte Extraktionsmethode
zwar keine absoluten intrazellulären Konzentrationswerte liefert, jedoch eine verglei-
chende Analyse zwischen verschiedenen Prozesszuständen erlaubt. Um die Vergleich-
barkeit gewährleisten zu können, wurde für die Metabolitextraktion ein fixes Verhältnis
zwischen Biomasse und Extraktionsvolumen von 6 mg BTM pro mL MeOH/TE-Puffer
festgelegt und für nachfolgende Experimente verwendet.
Zudem konnte im Rahmen der Methodenentwicklung für die Integration eines Wasch-
schrittes vor der Metabolitextraktion entschieden werden. Die resultierenden Stoffmen-
gen in der Waschlösung müssen für die intrazelluläre Quantifizierung berücksichtigt
werden. Die teilweise hohen extrazellulären Konzentrationen motivierten die nähere
Untersuchung des Exometaboloms während des Batch-Prozesses.
Die Exometabolom-Analyse von P. chrysogenum hat gezeigt, dass die detektierten ex-
trazellulären Stoffmengen abhängig vom metabolischen Zustand der Zellen sind und
konsequenterweise bei der intrazellulären Quantifizierung berücksichtigt werden müs-
sen.
Die beim Vergleich der beiden Wachstumsphasen des Batch-Prozesses beobachteten
intrazellulären Konzentrationsunterschiede konnten im Zusammenhang mit der Sub-
strataufnahme sowie der Produktbildung und Aktivität des ED (Verfügbarkeit von
Precursorn) erklärt werden.
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5.6 Mikrofluidische Untersuchungen
Motiviert durch die bekannte Problematik hinsichtlich der Morphologie filamentöser
Pilze (vgl. Kapitel 3.1 und 5.1), war es in Zusammenarbeit mit Dipl.-Ing. Alexan-
der Grünberger (AG Micro Scale Bioengineering) das Ziel, ein mikrofluidisches Per-
fusionssystem für die Untersuchung verschiedener morphologischer Zustände und de-
ren Änderung auf Einzelzell-Ebene zu entwickeln. Für den mehrzelligen Organismus
P. chrysogenum wird im folgenden Kapitel unter „Einzelzelle“ das Myzel verstanden,
welches einer Pilzspore entstammt. Die Vorteile eines mikrofluidischen Systems, wie sie
für prokaryotische Organismen, z.B. C. glutamicum bereits gezeigt wurden (Grünber-
ger et al. 2012, Mustafi et al. 2012), sollten auch für den komplexeren eukaryotischen
Penicillium nutzbar werden. Hierzu zählt, dass es sich um eine nicht-invasive Methode
handelt, die zum einen kontinuierliche Kultivierungen bei konstanten Bedingungen er-
möglicht und gleichzeitig qualitative und quantitative Analysen einzelner Zellen über
mehrere Stunden in Parallelansätzen durch mikroskopische Beobachtung in hoher Auf-
lösung zulässt.
5.6.1 Beobachtung morphologischer Zustände
Generell unterscheidet man bei filamentösen Pilzen zwei Arten von Morphologie (Niel-
sen 1992). Während die strukturellen Charakteristika einzelner Hyphen als mikrosko-
pische Morphologie bezeichnet werden, beschreibt die makroskopische Morphologie die
Eigenschaften von Pellets (Hyphenaggregate, vgl. auch Kapitel 3.1.2).
Hieraus wird deutlich, dass die größte Herausforderung bei der Chipkonstruktion dar-
in bestand ein System zu entwickeln, in dem alle morphologischen Stadien kultiviert
werden können und das damit auch den Übergang zwischen den Strukturen erlaubt.
Das Größenspektrum reicht dabei von Pilzsporen (ca. 5 µm) über verzweigtes Myzel
(ca. 100 µm) bis hin zu mehreren Millimeter großen Pellets. Gleichzeitig besteht die
Notwendigkeit einer Fixierung der Zellen im Chip, um die mikroskopische Beobachtung
über die Kultivierungszeit sicherzustellen. Realisiert wurde dies mit Hilfe eines nach
oben beweglichen Deckels auf Basis des durchsichtigen und flexiblen Polymers PDMS
(Polydimethylsiloxan). Somit konnten alle verschiedenen morphologischen Stadien zwi-
schen dem Glasboden des Chips und dem oberen PDMS-Material fixiert werden. PDMS
ist außerdem luftpermeabel und die Versorgung der Zellen mit Sauerstoff wird somit
sowohl über das Medium als auch über Diffusion durch das PDMS erreicht. Das Prinzip
des Systems ist in Abbildung 5.21 schematisch dargestellt (für detailliertere Erläute-
rungen s. Kapitel 4.6).
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Abbildung 5.21: Schematische Darstellung des mikrofluidischen Perfusionssystems zur
Kultivierung von P. chrysogenum. (A) Struktur und Kultivierungs-
prinzip; (B) Fixierung verschiedener morphologischer Strukturen im
flexiblen PDMS-Glas-System.
In ersten Versuchen mit P. chrysogenum im entwickelten Perfusionssystem wurde Bio-
masse aus den verschiedenen Prozessstufen des Modellprozesses, d.h. aus Kultivierun-
gen im Schüttelkolben bzw. Bioreaktor und somit verschiedenen morphologischen Sta-
dien, eingesetzt. Die weitere Kultivierung von Sporen, keimenden Sporen, Hyphen und
verzweigtem Myzel war anschließend über mehrere Stunden (bis zu 48 h bei Pellets) er-
folgreich. In Abbildung 5.22 sind mikroskopische Momentaufnahmen der verschiedenen
Strukturen bei Kultivierung im mikrofluidischen Perfusionssystem zusammengefasst.
Es wurde die gleiche Entwicklung bzw. das Wachstum der Pilzbiomasse beobachtet, wie
sie aus dem Modellprozess bekannt ist. Im entwickelten mikrofluidischen Chip konn-
te demnach eine ausreichende Versorgung des komplexen Organismus gewährleistet
werden, was die Grundvoraussetzung für Wachstumsuntersuchungen in diesem System
darstellt.
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Abbildung 5.22: Vergleichende Darstellung morphologischer Zustände von
P. chrysogenum aus verschiedenen Prozessstufen (Vorkultur I+II,
Hauptkultur) des Modellprozesses und anschließender Kultivierung
im Mikrofluidik-Chip. Mikroskopische Aufnahmen im Phasenkontrast
(VK I) bzw. DIC (VK II, HK).
In Flüssigkultur beginnt der Lebenszyklus von Penicillium mit der Sporenkeimung.
Diese Entwicklungsstufe wird unterteilt in die Abschnitte Sporenschwellen (durch die
Aufnahme von Wasser), Keimung und Längenwachstum des Keimfadens (Paul et al.
1993). Alle diese Stadien konnten bei der Kultivierung im Chip verfolgt werden (vgl.
Abbildung 5.22-VK I). Das sich anschließende Hyphenwachstum sowie die Entwicklung
eines Myzels ist auf intrazelluläre Vorgänge zurückzuführen (vgl. Kapitel 3.1.2). Das
vorgestellte mikrofluidische System erlaubt auch die Beobachtung solcher Vorgänge.
Insbesondere die Entstehung und Bewegung von Vakuolen, Verzweigungsereignisse so-
wie die Bildung von Septen ab einer bestimmten Hyphenlänge konnten verfolgt werden
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(s. Abbildung 5.23). Die Hyphen filamentöser Pilze werden durch diese Septen in Ab-
schnitte mit unterschiedlicher Funktion unterteilt. Die Bildung von Vakuolen dient
meist der Aufrechterhaltung des Zelldrucks in älteren Abschnitten (Paul et al. 1994,
vgl. Kapitel 3.1.2).
Abbildung 5.23: Zeitaufgelöste Darstellung von Septierungsereignissen einer Hyphe von
P. chrysogenum. DIC-Aufnahmen während einer Kultivierung von
Biomasse der VK II im Perfusionssystem (Mikrofluidik-Chip).
Die Untersuchung der Morphologie filamentöser Organismen ist von großer Bedeu-
tung, da ein direkter Zusammenhang mit der Produktion sekundärer Metabolite be-
reits mehrfach gezeigt worden ist (Übersicht z.B. bei Papagianni 2004). Des Weiteren
kann das vorgestellte Chipsystem bei der Weiterentwicklung quantitativer Methoden
zur Metabolomanalyse helfen. Mittels Anfärben einzelner Zellbestandteile oder der Un-
terscheidung zwischen aktiver und inaktiver Biomasse (besonders bei Pellets) sollte das
intrazelluläre Volumen der verschiedenen morphologischen Stadien zugängig sein (Op-
timierung der Methode von Packer et al. 1992). Da sich im Laufe einer Kultivierung von
Penicillium sowohl die Morphologie als auch die Zellzusammensetzung ändert, wäre es
wünschenswert, die intrazellulären Metabolite auf das entsprechende Biovolumen zum
Zeitpunkt der Probenahme beziehen zu können (vgl. Kapitel 3.2.1 und 5.5.3).
92 5 Ergebnisse und Diskussion
5.6.2 Bestimmung von Wachstumsparametern
Eine mögliche Anwendung der vorgestellten Echtzeit-Analysen ist die Bestimmung
klassischer Prozessparameter für verschiedene Morphologien. Dies wurde exemplarisch
für das Sporenstadium des Pilzes getestet. Als ein Kennwert wurde der sogenannte
circularity index während des Sporenschwellens bis hin zur Keimung nach Gleichung 4.7
bestimmt.
Der circularity index ist ein Maß dafür, wie gut die Fläche der Spore als Kreis be-
schrieben werden kann (Spohr et al. 1998). Während des Sporenschwellens bleibt der
Index nahezu bei 1 (s. Abbildung 5.24). Dies deckt sich mit den Beobachtungen für
Aspergillus oryzae Sporen in einem Perfusionssystem (Spohr et al. 1998). Mit einset-
zender Keimung wird die sichtbare Fläche der Spore zur Ellipse und der Index steigt
an. Eine Bestimmung von Wachstumsraten für das Sporenschwellen ist also nur in dem
Zeitintervall mit einem circularity index von 1 sinnvoll. Der Index könnte demzufolge
als Kennwert für eine automatische Bildauswertung z.B. für die Einteilung früher mor-
phologischer Stadien genutzt werden. Die Wachstumsrate für diesen Abschnitt wurde
durch die Annahme der Spore als Kugel anhand deren Volumenzunahme berechnet.
Sie lag bei 0.19± 0.02 h−1.
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Abbildung 5.24: Circularity index während der Kultivierung von P. chrysogenum
Sporen. Phasenkontrastmikroskopische Aufnahmen einer VK I im
Mikrofluidik-Chip.
Die Bestimmung von Wachstumsraten mit diesem System ist auch für die weiteren
morphologischen Stadien des Pilzes möglich. Durch die parallele Analyse vieler Zellen,
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können statistisch gesicherte Werte ermittelt werden. Ziel sollte es daher sein, die Kul-
tivierungsmethode im Perfusionssystem zu optimieren (z.B. Medienwechsel, Flussrate,
Inokulation, Fixierung) und mit einer automatischen Bildauswertung (z.B. Posch et
al. 2012a, Barry und Williams 2011) zu verknüpfen, um eine nicht-invasive Online-
Bestimmung kinetischer Parameter während eines gesamten Bioprozesses zu ermögli-
chen.
Ein solches System könnte zur frühzeitigen Prüfung bzw. Screening von Sporen-Impfgut
(z.B. Lebensfähigkeit) anhand von Wachstumsanalysen unter definierten Prozessbe-
dingungen eingesetzt werden. Auch wäre die Anwendung bei der Prozessoptimierung
möglich. In diesem Kontext wären insbesondere Untersuchungen des Zusammenhanges
zwischen Medienbestandteilen und Prozessparametern bzw. der Morphologie denkbar
(vgl. z.B. Papagianni 2004). Der Vorteil gegenüber dem bei Demming et al. 2011 vor-
gestellten Mikrobioreaktor ist die Möglichkeit der Kultivierung aller morphologischen
Stadien (nicht nur Sporen) sowie die kontinuierliche Betriebsweise. Die genaue Be-
stimmung von Wachstumsraten differenziert nach morphologischen Stadien ist darüber
hinaus auch bei der Weiterentwicklung von mathematischen Modellen des Pilzwachs-
tums (z.B. Barry 2013, Nielsen und Krabben 1995) hilfreich.
5.6.3 Fazit
Es wurde gezeigt, dass die Kultivierung des filamentösen Pilzes P. chrysogenum in einer
mikrofluidischen Chip-Struktur prinzipiell möglich ist. Die vorgestellte Kultivierungs-
methode bietet vielfältige Vorteile. Sie ist nicht-invasiv, geeignet für alle morphologi-
schen Stadien, erlaubt die statistisch gesicherte Online-Bestimmung von Wachstumspa-
rametern sowie die Beobachtung intrazellulärer Dynamiken mittels mikroskopischer
Analyse. Die weiterführende Methodenentwicklung und Optimierung des Konzeptes
ist notwendig, um die gesamte Entwicklung von der Spore bis zu komplexeren Struktu-
ren in einer einzigen Kultivierung verfolgen zu können. Hilfreich hierbei wäre außerdem
die Automatisierung der Bildauswertung. Anwendungsmöglichkeiten bieten sich insbe-
sondere beim Stammscreening oder der industriellen Bioprozessentwicklung.

6 Zusammenfassung und Ausblick
In der vorliegenden Arbeit wurden für den Produktionsorganismus P. chrysogenum
ausgewählte Aspekte des Glucosestoffwechsels mittels Metabolomanalysen, 13C-Mar-
kierungsexperimenten sowie 13C-Stoffflussanalysen untersucht.
Im Rahmen der Prozessentwicklung konnte zunächst ein Chemostat-Prozess reprodu-
zierbar etabliert werden. Er sollte der Durchführung von 13C-Markierungsexperimenten
und stationären 13C-Stoffflussanalysen (13C-MFA) dienen. Ein instationäres 13C-Mar-
kierungsexperiment zeigte schnelle Markierungsdynamiken in den oberen Stoffwechsel-
abschnitten des Zentralstoffwechsels (EMP, PPP) und eine langsamere Dynamik im
TCA, den freien Aminosäuren und der Penicillin-Biosynthese. Die nachfolgend aufge-
tretenen Probleme mit dem etablierten Chemostat-Prozess bzgl. Wachstum und pelle-
töser Morphologie konnten im zeitlichen Rahmen der Arbeit nicht gelöst werden. Alle
Ergebnisse deuten auf eine biologische Ursache beim Sporensaatgut hin.
Unter der allgemeinen Annahme metabolischer und isotopischer quasi-Stationarität
während exponentieller Wachstumsphasen, wurde anschließend ein definierter Batch-
Prozess als Grundlage für die 13C-MFA und aller weiteren Untersuchungen etabliert.
Dieser Prozess war durch zwei charakteristische Wachstumsphasen gekennzeichnet.
Während der ersten Phase wurde Glucose vollständig verbraucht und sowohl Bio-
masse als auch Gluconat als typischer Overflow-Metabolit gebildet. In der zweiten
Phase wurde, während der Assimilation von Gluconat, neben Biomasse auch Penicillin
produziert. In Abhängigkeit der Substratverfügbarkeit konnten demnach zwei unter-
schiedliche metabolische Zustände erfasst werden.
Mit Hilfe von Enzymaktivitätsmessungen der GOD, einem 13C-Markierungsexperiment
sowie einem modellbasierten Ansatz wurde erstmals die parallele Nutzung von Glucose
und Gluconat als Kohlenstoffquellen bei Glucoseüberschussbedingungen nachgewiesen.
Die Ermittlung der jeweiligen Substrataufnahmeraten zeigte zudem eine Präferenz für
die organische Säure Gluconat. Die Assimilation von Gluconat unterliegt folglich keiner
Katabolitrepression durch Glucose.
Im Gegensatz zu Glucose, wurde für Gluconat kein reprimierender Effekt auf die
Penicillinbildung beobachtet. Dies macht die organische Säure als potentielles Substrat
für die Penicillinproduktion interessant, insbesondere da Gluconat auch biotechno-
logisch aus cellulosehaltiger Biomasse gewonnen werden kann (Fan et al. 2012). In
diesem Zusammenhang sollte der Einfluss von Gluconat (als einzigem Substrat oder
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in Kombination mit Glucose) auf das Wachstum sowie die Penicillinproduktion und
-stabilität für verschiedene Prozessbedingungen und somit hinsichtlich der zielgerich-
teten Optimierung industrieller Produktionsprozesse näher untersucht werden.
Anhand der mittels stationärer 13C-MFA geschätzten Stoffflussverteilungen konnte
die Stoffwechselumstellung in Abhängigkeit der Substratverfügbarkeit nachgewiesen
werden. Die Ergebnisse zeigten insbesondere, dass der ED sehr wahrscheinlich in der
zweiten Wachstumsphase auf Gluconat als einziger Kohlenstoffquelle aktiv ist. Vorteile
der ED-Aktivität wurden bzgl. der direkten Bereitstellung von Vorläufermetaboliten für
die Penicillinbildung (3PG, PYR) sowie Energie- und Reduktionsäquivalenten (ATP,
NADH) im unteren Teil des EMP diskutiert.
Die Aktivität und Regulation dieses Stoffwechselweges ist bei Nutzung von Gluconat
als potentiellem Substrat für die Penicillinproduktion eine wichtige Zielgröße bei der
Entwicklung neuer Produktionsstämme durch Metabolic Engineering. Durch die weiter-
führende Anwendung quantitativer Omics-Technologien sollten daher insbesondere die
Regulationsvorgänge des ED untersucht werden. Darüber hinaus würde die Entwick-
lung einer Methode zur kompartimentaufgelösten Messung intrazellulärer Metabolite
von P. chrysogenum die Voraussetzung für die Durchführung instationärer 13C-MFA
auf Basis eines Genom-weiten Stoffwechselnetzwerkes schaffen.
Im Rahmen der Methodenoptimierung zur absoluten Metabolitquantifizierung in
P. chrysogenum wurden zwei kritische Schritte bei der Probenprozessierung näher
untersucht. Für eine reproduzierbare vergleichende Analyse des Metaboloms verschie-
dener Prozesszustände wurde ein Waschschritt vor der Metabolitextraktion integriert
und ein fixes Verhältnis zwischen Biomasse und Extraktionsvolumen festgelegt. Mit-
tels Exometabolom-Analysen wurde ein extrazelluläres Spektrum von Metaboliten und
Aminosäuren in Abhängigkeit des metabolischen Zustandes von P. chrysogenum er-
fasst. Diese Untersuchungen haben gezeigt, dass konsequenterweise sowohl die Stoff-
mengen in der Waschlösung als auch im extrazellulären Raum bei der intrazellulären
Quantifizierung berücksichtigt werden müssen. Die beim Vergleich der beiden Wachs-
tumsphasen beobachteten intrazellulären Konzentrationsunterschiede konnten im Zu-
sammenhang mit der Substrataufnahme sowie der Produktbildung und Aktivität des
ED (Verfügbarkeit von Precursorn) erklärt werden.
Bei der weiteren Methodenentwicklung in Richtung absoluter Metabolitquantifizierung
sollte insbesondere die Biomasseabtrennung im Fokus stehen. Das von Paczia 2012 ent-
wickelte Einweg-Zellseparationsmodul SWUC ermöglicht eine Abtrennung gequench-
ter Zellen bei minimalem extrazellulären Restvolumen. Erste Studien haben zudem
gezeigt, dass durch die Wahl eines geeigneten Filtermaterials für P. chrysogenum auch
der Biomasseverlust minimiert werden kann (Lauterbach 2013). Wünschenswert für
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eine absolute Metabolitquantifizierung wäre zudem das aktive intrazelluläre Volumen
als Bezugsgröße für die Konzentrationsangaben.
Es wurde gezeigt, dass die Kultivierung des filamentösen Pilzes in einem mikroflui-
dischen Perfusionssystem prinzipiell möglich ist. Die vorgestellte Kultivierungsmethode
ist nicht-invasiv, geeignet für alle morphologischen Formen, erlaubt die statistisch ge-
sicherte Online-Bestimmung von Wachstumsparametern sowie die Beobachtung intra-
zellulärer Dynamiken mittels mikroskopischer Analyse.
Eine weiterführende Methodenentwicklung und Optimierung des Konzeptes ist deshalb
wünschenswert. Hierzu sollte in erster Linie die Kombination mit automatischen Bild-
auswertungstechniken erfolgen. Darüber hinaus sollten Möglichkeiten einer optischen
Biovolumenbestimmung sowie Kopplung mit analytischen Verfahren zur Metabolit-
messung überprüft werden. Anwendungen dieses Systems sind für das Stammscreening
und die industrielle Bioprozessentwicklung denkbar.
Insgesamt konnten die im Rahmen der vorliegenden Arbeit entwickelten Methoden
und durchgeführten Untersuchungen zu einem besseren Verständnis des Stoffwechsels
von P. chrysogenum beitragen und neue Vorschläge für die Prozess- und Stamm-
optimierung erarbeitet werden.
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Anhang A Material und Methoden
A.1 Verwendete Chemikalien, Geräte und Software
Tabelle A.1: Verwendete Chemikalien.
Bezugsquelle Chemikalie
Kooperationspartner 3-Morpholino-propansulfonsäure (MOPS)
Ammoniumsulfat, techn.
Calciumcarbonat, gefällt
Calciumchlorid-Dihydrat, techn., in Schuppen
Glucose-Monohydrat
Harnstoff, techn., formaldehydfrei
Kaliumdihydrogenphosphat, z.A.
Lactose-Monohydrat
Magnesiumsulfat-Heptahydrat, techn.
Maisquellwasser (CSL)
Natriumphenoxyacetat
PenV-Kalium, HPLC Standard, 99.3 %
Polypropylenglycol (PPP)
Saccharose, zur Fermentation, krist.
Merck Kaliumhydroxid, z.A.
Natriumhydroxid, Plätzchen
Schwefelsäure, 95–98 %
Tris(hydroxymethyl)aminomethan, z.A.
Sigma Chloroform, anhydrous
Gluconsäure, Na-Salz, z. Synthese
AppliChem Natriumchlorid, reinst
Methanol, absolut
p-Benzochinon, z. Synthese
Cambridge Isotope 1-13C D-Glucose, 98–99 %
U-13C6 D-Glucose, 99 %
Fluka EDTA-Dinatrium
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Tabelle A.2: Verwendete Geräte.
Gerät Hersteller/Modell
Parallele Bioreaktorsysteme DasGip AG, fedbatch-pro System SR1000ODLS
pO2 Sonde Hamilton, Visiferm DO 225
pH Sonde Mettler Toledo, 405-DPAS-SC-K80/225
Photometer Shimadzu, Pharma Spec UV-1700
pH-Meter Mettler Toledo, SevenEasy
Glucose-Analyzer Eppendorf AG, EBIO compact
HPLC Agilent Technologies 1200 Series
Lyophilisator Christ, LT-105
Thermomixer Eppendorf AG
GC Agilent Technologies, 6890N
ToF-MS Waters, Micromass GCT Premier
Zentrifugen Heraeus Instruments Labofuge 400R
Beckmann Coulter Allegra 64R
UPLC Jasco XLC
Massenspektrometer Applied Biosystems, API4000
FT-IR Gas Analysator Ansynco Gasmet CX 4000
Vakuumpumpe Leybolt, Divac 2.4 L
Trockenschrank Heraeus, TG120
Schüttler Kühner, Pilot-Shake System
Mikroskop Nikon Eclipse Ti
Mikroskop Kameras Nikon DS-Vi1 Kamera
Andor Luca R DL604
Spritzen-Pumpsystem neMESYS, Cetoni
Tabelle A.3: Verwendete Software.
Software Hersteller
Analyst 1.5 Applied Biosystems
Chromeleon 6.8 Dionex Corporation
JuMeDaS Forschungszentrum Jülich
Omix Omix Visualization GmbH & Co. KG
Calcmet Standard 10 Gasmet Technologies
13CFLUX2 Forschungszentrum Jülich
DasGip Control 4.5 DasGip AG, Jülich
NIS Elements AR Software Paket Nikon
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B.1 Instationäres 13C-Markierungsexperiment
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Abbildung B.1: Markierungsmuster von CO2 im Abgas während des instationären 13C-
Markierungsexperimentes im Chemostat-Prozess. Dargestellt sind die
zeitlichen Verläufe der Massenisotopomer-Anteile nach Wechsel auf
13C-markierte Glucose im Zulaufmedium und erneutem Wechsel auf
unmarkiertes Substrat nach drei Verweilzeiten (60 h).
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Abbildung B.2: Massenisotopomer-Anteile von PYR, GAP und R5P während des in-
stationären 13C-Markierungsexperimentes im Chemostat-Prozess. Dar-
gestellt sind die relativen Markierungsanteile in Zellextrakten von
P. chrysogenum nach Wechsel auf 13C-markierte Glucose im Zulaufme-
dium und erneutem Wechsel auf unmarkiertes Substrat nach drei Ver-
weilzeiten (60 h). Messungen resultieren aus biologischen Replikaten.
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Abbildung B.3: Massenisotopomer-Anteile von GLU, MET und 6APA während des in-
stationären 13C-Markierungsexperimentes im Chemostat-Prozess. Dar-
gestellt sind die relativen Markierungsanteile in Zellextrakten von
P. chrysogenum nach Wechsel auf 13C-markierte Glucose im Zulaufme-
dium und erneutem Wechsel auf unmarkiertes Substrat nach drei Ver-
weilzeiten (60 h). Messungen resultieren aus biologischen Replikaten.
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Abbildung C.1: GC-ToF-MS Analyse bekannter Nebenprodukte von P. chrysogenum
in zellfreien Überständen der VK II sowie während des Batch-Prozesses
auf definiertem Glucosemedium. Dargestellt sind die Chromatogramme
für zwei analysierte Replikate.
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Anhang D Glucose- und
Gluconatstoffwechsel
D.1 Quantifizierung extrazellulärer Raten
Tabelle D.1: Modellkonstanten für die Parameterschätzung bei Verwendung des
kombinierten Prozessmodells. Der Bedarf an G6P für die Biomasse-
bildung wurde ausgehend von den gemessenen Stoffmengen an Glucose
(1.07 mmolGLC gX−1) und Galactose (0.30 mmolGAL gX−1) in Biomasse-
hydrolysaten bestimmt.
Konstante Wert Einheit
x#m.1GLC 0.92 [-]
x#m.1GLT 0.92 [-]
YG6P/X 1.37 mmolG6P gX−1
Tabelle D.2: Geschätzte Mittelwerte (MW) und entsprechende Konfidenzintervalle
aller Modellparameter. Die Parameterschätzung wurde mittels Monte-
Carlo-Simulationen für zwei unabhängige Datensätze (vgl. Abbil-
dung D.1) durchgeführt.
Parameter MW1 KonfΘ˙(90)1 MW2 KonfΘ˙(90)2 Einheit
X0 1.749 [1.469, 2.013] 1.731 [1.600, 1.835] gX L−1
GLC0 85.273 [82.977, 87.572] 90.930 [87.899, 93.729] mmolGLC L−1
GLT0 3.818 [1.535, 5.952] 3.961 [1.373, 6.542] mmolGLT L−1
µ 0.064 [0.059, 0.069] 0.052 [0.050, 0.056] h−1
rGLC,max 0.285 [0.250, 0.324] 0.257 [0.239, 0.275] mmolGLC gX−1 h−1
rGLT,max 0.636 [0.584, 0.691] 0.840 [0.789, 0.892] mmolGLT gX−1 h−1
rgox,max 10.832 [10.071, 11.691] 12.313 [11.760, 12.897] mmolGLC L−1 h−1
KGLC 1e-5 n.d. 1e-5 n.d. mmolGLC L−1
KGLT 1e-5 n.d. 1e-5 n.d. mmolGLT L−1
KGLC,gox 24.622 [20.425, 29.270] 24.903 [22.551, 27.293] mmolGLC L−1
v←pgi 0.213 [0.175, 0.269] 0.208 [0.177, 0.259] mmolF6P gX−1 h−1
vzwf 0.393 [0.338, 0.451] 0.368 [0.334, 0.399] mmolG6P gX−1 h−1
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Abbildung D.1: Gemessene und simulierte Prozessverläufe für zwei Replikate des
Batch-Prozesses mit P. chrysogenum auf definiertem Glucosemedium.
Dargestellt sind die mittels des Prozessmodells geschätzten Konfidenz-
intervalle (Linien, vgl. Tabelle D.2).
Anhang E 13C-Stoffflussanalyse
E.1 13C-Markierungsexperimente
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Abbildung E.1: Massenisotopomer-Anteile von CO2 im Abgas während der 13C-
Markierungsexperimente im Batch-Prozess mit: (A) 100 % 1-13C-
Glucose (13C1); (B) 20 % U-13C-, 60 % 1-13C-, 20 % unmarkierte
Glucose (13C-Mix).
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E.2 Stoffwechselnetzwerk und Modellvarianten
Annahmen zur Reduktion des Stoffwechselnetzwerkes von P. chrysogenum
für die 13C-MFA. Für weitere Details bzgl. Direktionalitätsannahmen und Nebenbe-
dingungen wird auf die Arbeiten von Niedenführ 2013 und Kleijn 2007 verwiesen.
• Reduktion/Vereinfachung von Stoffwechselwegen:
(i) Fokussiertes Netzwerk für EMP, PPP und ED.
(ii) Zusammenfassung der nicht getrennt messbaren Metabolite 2PG und 3PG
zu 23PG.
(iii) Vereinfachter TCA, um Abflüsse in Richtung Biomasse stöchiometrisch ab-
bilden zu können.
(iv) Kombination beider CYS-Biosynthesewege (aufgrund gleicher C-Atom
Transition).
(v) Beschreibung der Biomassebildung ausgehend von entsprechenden Vorläufer-
metaboliten des Zentralstoffwechsels (s. Tabelle E.1) und in Abhängigkeit
der Wachstumsrate.
(vi) Vereinfachte Penicillin-Biosynthese ausgehend von den Vorläufern VAL und
CYS.
• Vernachlässigung der Nebenproduktbildung:
(i) TRP-Biosynthese (pro TRP-Molekül Umsetzung von SER zu GAP und PEP
zu PYR).
(ii) CYS-Biosynthese über Transsulfurierung (Bildung und Abbau von α-Keto-
butyrat).
(iii) Purin- und ARG-Biosynthese (Umsetzung von ASP zu FUM).
• Vernachlässigung folgender Stoffwechselwege:
(i) Glyoxylatweg
(ii) Abbauwege (mit Ausnahmen von GLY und THR)
• Vernachlässigung der Kompartimentierung:
(i) Integration von Messungen aus EMP, PPP und Aminosäuren im Cytosol.
(ii) Lokalisation in Mitochondrien nur für PYR und OAA berücksichtigt.
• Keine Berücksichtigung von Cofaktor- und Energiebilanzen.
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Tabelle E.1: Beschreibung der Biomassebildung ausgehend von Vorläufermetaboliten
nach Niedenführ 2013. Alle Stoffflüsse in [mmol gBTM−1].
Bestandteil Fluss Bestandteil Fluss
Aspartat 0.269 Prolin 0.118
Asparagin 0.182 Tryptophan 0.111
Glutamin 0.262 Alanin 0.279
Glutamat 0.262 Acetyl-CoA 1.047
α-Aminoadipat 0.028 Erythritol 0.016
Serin 0.286 Arabitol 0.01
Histidin 0.074 Mannitol 0.358
Glycin 0.33 Glucosamin 0.095
Threonin 0.218 Galactose 0.297
Arginin 0.198 Glucose 1.087
Tyrosin 0.116 Mannose 0.196
Cystein 0.004 Fumarat 0.001
Valin 0.288 Isocitrat 0.001
Methionin 0.062 EC1 0.202
Phenylalanin 0.15 Ribose-5-phosphat 0.155
Isoleucin 0.195 Glycerinaldehyd-3-phosphat 0.143
CO2 0.155 Lysin 0.177
Ornithin 0.004 Leucin 0.292
Tabelle E.2: C-Atom Transitionsnetzwerk zur 13C-MFA (InChI-Kodierung).
Substrataufnahme:
Glc 1 Glc1(ABCDEF) => GLC_ex(ABCDEF)
gly1 GLC_ex(ABCDEF) => G6P(ABCDEF)
Glt 1 Glt1(ABCDEF) <=> GLT(ABCDEF)
GLT_upt GLT(ABCDEF) => 6PG(DACEBF)
Glycolyse (EMP):
gly2 G6P(ABCDEF) <=> F6P(AFBCDE)
gly3 F6P(ABCDEF) => FBP(ABCDEF)
gly4 FBP(ABCDEF) <=> DHAP(EBF) + GAP(DAC)
gly5 GAP(ABC) <=> 23PG(BCA)
gly6 23PG(ABC) <=> PEP(ABC)
gly7 PEP(ABC) => PYR(ABC)
Pentosephosphatweg (PPP):
ppp1 G6P(ABCDEF) <=> 6PG(DACEBF)
ppp2 6PG(ABCDEF) => RU5P(DBAEC) + CO2(F)
ppp3 RU5P(ABCDE) <=> X5P(ABCDE)
ppp4 RU5P(ABCDE) <=> R5P(BDECA)
ppp5 X5P(ABCDE) + R5P(FGHIJ) <=> S7P(AFCGJHI) + GAP(EBD)
ppp6 S7P(ABCDEFG) + GAP(HIJ) <=> E4P(GBFD) + F6P(IAJHEC)
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Tabelle E.2: Fortsetzung - C-Atom Transitionsnetzwerk zur 13C-MFA.
ppp7 E4P(ABCD) + X5P(EFGHI) <=> GAP(IFH) + F6P(BEDCAG)
Help RU5P RU5P(ABCDE) => RU5P X5P(ABCDE)
Help X5P X5P(ABCDE) => RU5P X5P(ABCDE)
Help RU5P X5P RU5P X5P(ABCDE) =>
Entner-Doudoroff-Weg (ED):
ed1 6PG(ABCDEF) => KDPG(ABCDEF)
ed2 KDPG(ABCDEF) => PYR(ADF) + GAP(CBE)
CO2-Bildung:
CO2_ex CO2(A) =>
Anaplerose (ANA):
ana1 OAA(ABCD) => PEP(ABD) + CO2(C)
ana2 PYR(ABC) + CO2(D) => OAA(ABDC)
ana3 CO2 [mit] (A) + PYR [mit] (BCD) => OAA [mit] (BCAD)
Ac3 PYR(ABC) => CO2(C) + ACCOA(AB)
Citratzyklus (TCA):
Tca1 PYR [mit] (ABC) => ACCOA [mit] (AB) + CO2 [mit] (C)
Tca2 OAA [mit] (ABCD) + ACCOA [mit] (EF)
=> CO2 [mit] (D) + AKG [mit] (BEAFC)
Tca5a AKG [mit] (ABCDE) <=> OAA [mit] (ABCD) + CO2 [mit] (E)
Aminosäure-Biosynthesen:
Ser1 23PG(ABC) => PHP(ABC)
Gly1 SER(ABC) <=> EC1(A) + GLY(BC)
Gly2 EC1(A) + CO2(B) <=> GLY(AB)
Thr1 ASP(ABCD) => THR(CABD)
Thr2 ACCOA(AB) + GLY(CD) <=> THR(ABCD)
Asp1 OAA(ABCD) => ASP(ABCD)
His2 R5P(ABCDE) + EC1(F) => HIS(CEFDBA)
CHOR E4P(ABCD) + PEP(EFG) + PEP(HIJ) => CHOR(EBDIFHCAGJ)
Phe1 CHOR(ABCDEFGHIJ) => PHE(GCHBDAFEI) + CO2(J)
Tyr1 CHOR(ABCDEFGHIJ) => TYR(DBHCAFGEI) + CO2(J)
Trp1 CHOR(ABCDEFGHIJ) => PYR(AEI) + Ant(CGBHFDJ)
Trp2 Ant(ABCDEFG) + R5P(HIJKL) => Ant2(ABCDLHEFKIJG)
Trp3 Ant2(ABCDEFGHIJKL) => CO2(L) + Ant3(ABCDEFGIHJK)
Trp4 Ant3(ABCDEFGHIJK) => TRP(ABCDKEHGJIF)
Ser2 PHP(ABC) => SER(ABC)
Ser4 SER(ABC) + ACCOA(DE) => OAS(DAEBC)
Met1 EC1(A) + ASP(BCDE) => MET(ABDCE)
Ala1 PYR [mit] (ABC) => ALA [mit] (ABC)
Val1 PYR [mit] (ABC) + PYR [mit] (DEF)
=> VAL [mit] (DAEBC) + CO2 [mit] (F)
Leu1 PYR [mit] (ABC) + PYR [mit] (DEF) + ACCOA(GH)
=> LEU(DABEGH) + CO2(F) + CO2(C)
Ileu1 PYR [mit] (ABC) + ASP(DEFG) => CO2(C) + ILE(FADBEG)
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Tabelle E.2: Fortsetzung - C-Atom Transitionsnetzwerk zur 13C-MFA.
Lys1 AKG [mit] (ABCDE) + ACCOA(FG) => AAA(BADCFG) + CO2(E)
Lys2 AAA(ABCDEF) => LYS(ABCDEF)
Cys1 OAS(ABCDE) => CYS(BDE) + ACCOA(AC)
Cys2 CYS(ABC) + CYS(DEF) => CYT(DAEBFC)
Penicillin-Biosynthese:
Poa IN POA IN() => POA()
Pen Syn CYS CYS(ABC) =>
Pen Syn VAL VAL [mit] (ABCDE) =>
Pen0 CV IN() <=> CV()
Pen1 PENV() => Byprod()
Pen2 CV() + AAA(ABCDEF) => IPN(ACBEDF)
Pen3 IPN(ABCDEF) + POA() => PENV() + AAA(ACBEDF)
PEN ex PENV() =>
bisACV IPN ex IPN(ABCDEF) =>
Byprod ex Byprod() =>
Transport Mitochondrien:
Trans_CO2 CO2 [mit] (A) => CO2(A)
Trans_Pyr PYR(ABC) => PYR [mit] (ABC)
Trans_OAA OAA(ABCD) <=> OAA [mit] (ABCD)
Trans_ACCOA ACCOA [mit] (AB) <=> ACCOA(AB)
Biomassebildung (BM):
BIOM IN BIOM() => BIOMass()
BM_ex BIOMass() =>
BM GLUC G6P(ABCDEF) =>
BM MAN F6P(ABCDEF) =>
BM GAP GAP(ABC) =>
BM SER SER(ABC) =>
BM GLY GLY(AB) =>
BM ACCOA ACCOA(AB) =>
BM ASP ASP(ABCD) =>
BM HIS HIS(ABCDEF) =>
BM PHE PHE(ABCDEFGHI) =>
BM TYR TYR(ABCDEFGHI) =>
BM EC1 EC1(A) =>
BM MET MET(ABCDE) =>
BM VAL VAL [mit] (ABCDE) =>
BM ALA ALA [mit] (ABC) =>
BM ILE ILE(ABCDEF) =>
BM LEU LEU(ABCDEF) =>
BM LYS LYS(ABCDEF) =>
BM THR THR(ABCD) =>
BM TRP TRP(ABCDEFGHIJK) =>
BM ERY E4P(ABCD) =>
BM GLU AKG [mit] (ABCDE) =>
BM PRO AKG [mit] (ABCDE) =>
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Tabelle E.2: Fortsetzung - C-Atom Transitionsnetzwerk zur 13C-MFA.
BM ARG AKG [mit] (ABCDE) =>
BM AAA AAA(ABCDEF) =>
BM ORN AKG [mit] (ABCDE) =>
BM GALAC G6P(ABCDEF) =>
BM MANNOSE F6P(ABCDEF) =>
BM GLUCOS F6P(ABCDEF) =>
BM ARAB RU5P(ABCDE) =>
BM ICIT AKG [mit] (ABCDE) =>
BM FUM OAA [mit] (ABCD) =>
BM R5P R5P(ABCDE) =>
BM CO2 CO2(A) =>
BM CYT CYT(ABCDEF) =>
BM ASN ASP(ABCD) =>
BM GLN AKG [mit] (ABCDE) =>
BM CYS CYS(ABC) =>
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Tabelle E.3: Gemessene und simulierte Massenisotopomer-Anteile intrazellulärer
Metabolite in der ersten Wachstumsphase des Batch-Prozesses auf defi-
niertem Glucosemedium für die beiden Markierungsexperimente 13C1 (_a)
und 13C-Mix (_b). Die gemessenen Anteile sind den mit beiden Modellva-
rianten (mit bzw. ohne ED) im Rahmen der 13C-MFA simulierten Anteilen
gegenübergestellt.
Metabolit/ Std.- mit ED ohne ED
Massenisotopomer gemessen Abw. simuliert Res. simuliert Res.
23PG_a m.0 0.748 0.005 0.785 86 0.782 70
m.1 0.236 0.005 0.209 0.212
m.2 0.013 0.000 0.006 0.007
m.3 0.002 0.000 0.000 0.000
23PG_b m.0 0.633 0.017 0.625 1 0.618 4
m.1 0.162 0.000 0.173 0.180
m.2 0.041 0.003 0.045 0.049
m.3 0.164 0.014 0.157 0.152
6PG_a m.0 0.187 0.014 0.102 66 0.090 78
m.1 0.687 0.065 0.845 0.857
m.2 0.092 0.082 0.051 0.051
m.3 0.035 0.007 0.001 0.001
m.4 0.000 0.010 0.000 0.000
m.5 0.000 0.010 0.000 0.000
m.6 0.000 0.010 0.000 0.000
6PG_b m.0 0.205 0.090 0.215 339 0.212 370
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Tabelle E.3: Fortsetzung - Massenisotopomer-Anteile in der ersten Wachstumsphase.
Metabolit/ Std.- mit ED ohne ED
Massenisotopomer gemessen Abw. simuliert Res. simuliert Res.
m.1 0.412 0.062 0.528 0.534
m.2 0.099 0.023 0.051 0.048
m.3 0.101 0.015 0.021 0.018
m.4 0.052 0.002 0.011 0.010
m.5 0.046 0.029 0.014 0.013
m.6 0.084 0.005 0.161 0.165
CO2_a m.0 0.765 - 0.798 20 0.798 20
m.1 0.235 - 0.202 0.202
CO2_b m.0 0.621 - 0.679 66 0.679 67
m.1 0.379 - 0.321 0.321
CYS_a m.0.0 0.787 0.033 0.762 45 0.762 44
m.1.0 0.000 0.010 0.032 0.031
m.1.1 0.213 0.033 0.193 0.193
m.2.1 0.000 0.010 0.008 0.008
m.2.2 0.000 0.010 0.005 0.005
m.3.2 0.000 0.010 0.000 0.000
CYS_b m.0.0 0.544 0.012 0.589 55 0.589 52
m.1.0 0.046 0.007 0.053 0.056
m.1.1 0.150 0.015 0.154 0.152
m.2.1 0.033 0.010 0.034 0.031
m.2.2 0.086 0.009 0.032 0.035
m.3.2 0.141 0.005 0.138 0.137
DHAP_a m.0 0.755 0.001 0.754 0 0.758 2
m.1 0.241 0.005 0.239 0.236
m.2 0.005 0.004 0.007 0.006
m.3 0.000 0.000 0.000 0.000
DHAP_b m.0 0.601 0.001 0.603 8 0.601 15
m.1 0.187 0.004 0.195 0.198
m.2 0.048 0.003 0.048 0.052
m.3 0.164 0.000 0.153 0.149
F6P_a m.0 0.378 0.015 0.394 13 0.419 25
m.1 0.548 0.011 0.549 0.524
m.2 0.072 0.002 0.055 0.055
m.3 0.000 0.010 0.003 0.003
m.4 0.001 0.002 0.000 0.000
m.5 0.001 0.001 0.000 0.000
m.6 0.000 0.000 0.000 0.000
F6P_b m.0 0.295 0.019 0.281 4 0.287 6
m.1 0.380 0.050 0.378 0.365
m.2 0.051 0.072 0.114 0.120
m.3 0.107 0.045 0.084 0.090
m.4 0.040 0.012 0.046 0.049
m.5 0.033 0.033 0.021 0.021
m.6 0.095 0.013 0.075 0.068
FBP_a m.0 0.439 0.013 0.493 50 0.503 60
m.1 0.466 0.016 0.447 0.438
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Tabelle E.3: Fortsetzung - Massenisotopomer-Anteile in der ersten Wachstumsphase.
Metabolit/ Std.- mit ED ohne ED
Massenisotopomer gemessen Abw. simuliert Res. simuliert Res.
m.2 0.084 0.003 0.057 0.057
m.3 0.011 0.002 0.003 0.003
m.4 0.000 0.010 0.000 0.000
m.5 0.000 0.010 0.000 0.000
m.6 0.000 0.010 0.000 0.000
FBP_b m.0 0.324 0.002 0.330 36 0.329 34
m.1 0.259 0.012 0.302 0.300
m.2 0.109 0.002 0.101 0.108
m.3 0.160 0.001 0.146 0.145
m.4 0.054 0.003 0.053 0.054
m.5 0.034 0.000 0.018 0.018
m.6 0.060 0.012 0.050 0.047
G6P_a m.0 0.339 0.013 0.357 13 0.359 14
m.1 0.582 0.012 0.586 0.584
m.2 0.070 0.003 0.054 0.054
m.3 0.009 0.001 0.002 0.002
m.4 0.001 0.001 0.000 0.000
m.5 0.000 0.000 0.000 0.000
m.6 0.000 0.000 0.000 0.000
G6P_b m.0 0.262 0.002 0.273 46 0.273 49
m.1 0.426 0.004 0.397 0.396
m.2 0.095 0.005 0.106 0.107
m.3 0.076 0.005 0.076 0.077
m.4 0.038 0.005 0.042 0.042
m.5 0.015 0.001 0.020 0.019
m.6 0.088 0.010 0.086 0.086
GAP_a m.0 0.812 0.005 0.788 34 0.785 45
m.1 0.188 0.005 0.206 0.209
m.2 0.000 0.010 0.006 0.006
m.3 0.000 0.010 0.000 0.000
GAP_b m.0 0.502 0.049 0.630 56 0.623 60
m.1 0.092 0.015 0.169 0.176
m.2 0.227 0.038 0.042 0.046
m.3 0.178 0.026 0.160 0.155
GLY_b m.0 0.570 0.006 0.560 9 0.561 9
m.1 0.320 0.001 0.317 0.317
m.2 0.111 0.005 0.123 0.123
GLT_a m.0 0.013 0.001 0.009 24 0.009 24
m.1 0.919 0.005 0.939 0.939
m.2 0.059 0.002 0.050 0.050
m.3 0.009 0.001 0.001 0.001
m.4 0.000 0.010 0.000 0.000
m.5 0.000 0.020 0.000 0.000
m.6 0.000 0.010 0.000 0.000
PEP_a m.0 0.771 0.011 0.785 206 0.782 186
m.1 0.229 0.011 0.209 0.212
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Tabelle E.3: Fortsetzung - Massenisotopomer-Anteile in der ersten Wachstumsphase.
Metabolit/ Std.- mit ED ohne ED
Massenisotopomer gemessen Abw. simuliert Res. simuliert Res.
m.2 0.000 0.010 0.006 0.007
m.3 0.000 0.010 0.000 0.000
PEP_b m.0 0.582 0.010 0.625 45 0.618 40
m.1 0.186 0.002 0.173 0.180
m.2 0.045 0.005 0.045 0.049
m.3 0.187 0.007 0.157 0.152
PHE_a m.0.0 0.549 0.014 0.539 4 0.535 6
m.1.0 0.007 0.001 0.014 0.015
m.1.1 0.343 0.014 0.347 0.348
m.2.1 0.003 0.002 0.008 0.009
m.2.2 0.089 0.015 0.081 0.082
m.3.2 0.000 0.010 0.002 0.002
m.3.3 0.009 0.003 0.008 0.008
m.4.3 0.000 0.010 0.000 0.000
m.4.4 0.000 0.010 0.000 0.000
m.5.4 0.000 0.010 0.000 0.000
m.5.5 0.000 0.010 0.000 0.000
m.6.5 0.000 0.010 0.000 0.000
m.6.6 0.000 0.010 0.000 0.000
m.7.6 0.000 0.010 0.000 0.000
m.7.7 0.000 0.010 0.000 0.000
m.8.7 0.000 0.010 0.000 0.000
m.8.8 0.000 0.010 0.000 0.000
m.9.8 0.000 0.010 0.000 0.000
PHE_b m.0.0 0.368 0.014 0.256 110 0.252 118
m.1.0 0.016 0.001 0.017 0.020
m.1.1 0.170 0.011 0.178 0.178
m.2.1 0.011 0.001 0.015 0.016
m.2.2 0.121 0.002 0.141 0.143
m.3.2 0.055 0.004 0.074 0.073
m.3.3 0.078 0.000 0.083 0.083
m.4.3 0.030 0.002 0.038 0.037
m.4.4 0.059 0.000 0.071 0.072
m.5.4 0.022 0.002 0.031 0.031
m.5.5 0.024 0.001 0.033 0.033
m.6.5 0.015 0.000 0.017 0.016
m.6.6 0.013 0.000 0.019 0.019
m.7.6 0.010 0.001 0.015 0.015
m.7.7 0.001 0.002 0.003 0.004
m.8.7 0.004 0.000 0.005 0.005
m.8.8 0.000 0.010 0.001 0.001
m.9.8 0.003 0.003 0.003 0.003
PYR_b m.0 0.615 0.030 0.597 23 0.618 7
m.1 0.179 0.001 0.200 0.180
m.2 0.028 0.040 0.044 0.049
m.3 0.178 0.010 0.158 0.152
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Tabelle E.3: Fortsetzung - Massenisotopomer-Anteile in der ersten Wachstumsphase.
Metabolit/ Std.- mit ED ohne ED
Massenisotopomer gemessen Abw. simuliert Res. simuliert Res.
R5P_a m.0 0.756 0.011 0.780 14 0.780 14
m.1 0.213 0.006 0.196 0.196
m.2 0.027 0.005 0.023 0.024
m.3 0.004 0.005 0.001 0.001
m.4 0.000 0.010 0.000 0.000
m.5 0.000 0.010 0.000 0.000
R5P_b m.0 0.520 0.005 0.538 28 0.538 29
m.1 0.190 0.002 0.180 0.178
m.2 0.093 0.001 0.084 0.087
m.3 0.083 0.004 0.075 0.074
m.4 0.031 0.002 0.043 0.042
m.5 0.083 0.001 0.080 0.082
S7P_a m.0 0.642 0.013 0.616 9 0.618 8
m.1 0.302 0.014 0.324 0.323
m.2 0.049 0.003 0.056 0.055
m.3 0.007 0.000 0.004 0.004
m.4 0.000 0.000 0.000 0.000
m.5 0.000 0.000 0.000 0.000
m.6 0.000 0.010 0.000 0.000
m.7 0.000 0.010 0.000 0.000
S7P_b m.0 0.355 0.002 0.334 36 0.335 34
m.1 0.245 0.005 0.235 0.235
m.2 0.152 0.005 0.165 0.165
m.3 0.106 0.005 0.100 0.102
m.4 0.065 0.001 0.064 0.065
m.5 0.055 0.007 0.069 0.068
m.6 0.013 0.000 0.020 0.019
m.7 0.009 0.000 0.012 0.012
SER_a m.0.0 0.703 0.019 0.762 15 0.762 16
m.1.0 0.035 0.004 0.032 0.031
m.1.1 0.247 0.023 0.193 0.193
m.2.1 0.008 0.001 0.008 0.008
m.2.2 0.006 0.001 0.005 0.005
m.3.2 0.000 0.010 0.000 0.000
SER_b m.0.0 0.583 0.001 0.589 52 0.589 43
m.1.0 0.048 0.004 0.053 0.056
m.1.1 0.145 0.001 0.154 0.152
m.2.1 0.027 0.003 0.034 0.031
m.2.2 0.065 0.001 0.032 0.035
m.3.2 0.132 0.000 0.138 0.137
TRP_a m.0.0 0.602 0.023 0.536 15 0.534 15
m.1.1 0.319 0.015 0.351 0.352
m.2.2 0.079 0.018 0.097 0.098
m.3.3 0.000 0.010 0.015 0.015
m.4.4 0.000 0.010 0.001 0.001
m.5.5 0.000 0.000 0.000 0.000
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Tabelle E.3: Fortsetzung - Massenisotopomer-Anteile in der ersten Wachstumsphase.
Metabolit/ Std.- mit ED ohne ED
Massenisotopomer gemessen Abw. simuliert Res. simuliert Res.
m.6.6 0.000 0.000 0.000 0.000
m.7.7 0.000 0.010 0.000 0.000
m.8.8 0.000 0.010 0.000 0.000
m.9.9 0.000 0.000 0.000 0.000
m.10.10 0.000 0.000 0.000 0.000
m.11.11 0.000 0.010 0.000 0.000
TRP_b m.0.0 0.321 0.018 0.220 94 0.220 97
m.1.1 0.186 0.005 0.181 0.181
m.2.2 0.145 0.004 0.159 0.160
m.3.3 0.137 0.008 0.125 0.125
m.4.4 0.091 0.005 0.110 0.109
m.5.5 0.073 0.008 0.093 0.093
m.6.6 0.037 0.003 0.053 0.053
m.7.7 0.007 0.010 0.030 0.030
m.8.8 0.003 0.004 0.015 0.015
m.9.9 0.000 0.000 0.010 0.010
m.10.10 0.000 0.000 0.003 0.003
m.11.11 0.000 0.000 0.002 0.002
TYR_a m.0.0 0.655 0.012 0.539 169 0.535 178
m.1.0 0.000 0.010 0.014 0.015
m.1.1 0.277 0.009 0.347 0.348
m.2.1 0.000 0.010 0.008 0.009
m.2.2 0.068 0.014 0.081 0.082
m.3.2 0.000 0.010 0.002 0.002
m.3.3 0.000 0.010 0.008 0.008
m.4.3 0.000 0.010 0.000 0.000
m.4.4 0.000 0.010 0.000 0.000
m.5.4 0.000 0.010 0.000 0.000
m.5.5 0.000 0.010 0.000 0.000
m.6.5 0.000 0.010 0.000 0.000
m.6.6 0.000 0.010 0.000 0.000
m.7.6 0.000 0.010 0.000 0.000
m.7.7 0.000 0.010 0.000 0.000
m.8.7 0.000 0.010 0.000 0.000
m.8.8 0.000 0.010 0.000 0.000
m.9.8 0.000 0.010 0.000 0.000
TYR_b m.0.0 0.458 0.058 0.256 92 0.252 95
m.1.0 0.015 0.001 0.017 0.020
m.1.1 0.153 0.013 0.178 0.178
m.2.1 0.005 0.007 0.015 0.016
m.2.2 0.102 0.008 0.141 0.143
m.3.2 0.053 0.004 0.074 0.073
m.3.3 0.070 0.012 0.083 0.083
m.4.3 0.036 0.004 0.038 0.037
m.4.4 0.056 0.000 0.071 0.072
m.5.4 0.011 0.016 0.031 0.031
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Tabelle E.3: Fortsetzung - Massenisotopomer-Anteile in der ersten Wachstumsphase.
Metabolit/ Std.- mit ED ohne ED
Massenisotopomer gemessen Abw. simuliert Res. simuliert Res.
m.5.5 0.028 0.008 0.033 0.033
m.6.5 0.007 0.010 0.017 0.016
m.6.6 0.000 0.010 0.019 0.019
m.7.6 0.005 0.008 0.015 0.015
m.7.7 0.000 0.010 0.003 0.004
m.8.7 0.000 0.010 0.005 0.005
m.8.8 0.000 0.010 0.001 0.001
m.9.8 0.000 0.010 0.003 0.003
RX5P_a m.0 0.779 0.003 0.775 1 0.775 1
m.1 0.200 0.001 0.199 0.199
m.2 0.021 0.001 0.025 0.025
m.3 0.001 0.001 0.001 0.001
m.4 0.000 0.010 0.000 0.000
m.5 0.000 0.010 0.000 0.000
RX5P_b m.0 0.572 0.009 0.546 16 0.547 18
m.1 0.171 0.004 0.168 0.166
m.2 0.078 0.001 0.087 0.089
m.3 0.073 0.006 0.075 0.075
m.4 0.032 0.000 0.036 0.034
m.5 0.074 0.009 0.088 0.089
fm_BM 0.062 0 0.062 0
fm_Glt 0.758 0 0.758 0
fm_Glu 0.608 51 0.608 51
fm_POA 0.000 0 0.000 0
fm_Pen 0.000 0 0.000 0
fm_PenV 0.000 0 0.000 0
Tabelle E.4: Gemessene und simulierte Massenisotopomer-Anteile intrazellulärer
Metabolite in der zweiten Wachstumsphase des Batch-Prozesses auf defi-
niertem Glucosemedium für die beiden Markierungsexperimente 13C1 (_a)
und 13C-Mix (_b). Die gemessenen Anteile sind den mit beiden Modellva-
rianten (mit bzw. ohne ED) im Rahmen der 13C-MFA simulierten Anteilen
gegenübergestellt.
Metabolit/ Std.- mit ED ohne ED
Massenisotopomer gemessen Abw. simuliert Res. simuliert Res.
23PG_a m.0 0.941 0.003 0.948 5 0.962 25
m.1 0.049 0.003 0.052 0.038
m.2 0.009 0.001 0.001 0.000
m.3 0.000 0.000 0.000 0.000
23PG_b m.0 0.720 0.003 0.758 111 0.719 54
m.1 0.068 0.001 0.042 0.087
m.2 0.032 0.001 0.010 0.044
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Tabelle E.4: Fortsetzung - Massenisotopomer-Anteile in der zweiten Wachstumsphase.
Metabolit/ Std.- mit ED ohne ED
Massenisotopomer gemessen Abw. simuliert Res. simuliert Res.
m.3 0.179 0.000 0.190 0.149
6PG_a m.0 0.231 0.005 0.221 28 0.256 39
m.1 0.685 0.017 0.740 0.706
m.2 0.053 0.008 0.039 0.037
m.3 0.017 0.003 0.001 0.001
m.4 0.000 0.010 0.000 0.000
m.5 0.014 0.013 0.000 0.000
m.6 0.000 0.010 0.000 0.000
6PG_b m.0 0.262 0.002 0.254 84 0.261 61
m.1 0.432 0.020 0.488 0.476
m.2 0.073 0.016 0.052 0.061
m.3 0.057 0.009 0.029 0.030
m.4 0.028 0.001 0.015 0.017
m.5 0.034 0.000 0.015 0.014
m.6 0.114 0.002 0.147 0.140
CO2_a m.0 0.672 - 0.658 10 0.649 29
m.1 0.328 - 0.342 0.351
CO2_b m.0 0.575 - 0.595 3 0.590 1
m.1 0.425 - 0.405 0.410
CYS_a m.0.0 0.870 0.031 0.895 27 0.908 26
m.1.0 0.026 0.022 0.079 0.068
m.1.1 0.043 0.010 0.024 0.022
m.2.1 0.000 0.010 0.002 0.002
m.2.2 0.062 0.015 0.000 0.000
m.3.2 0.000 0.010 0.000 0.000
CYS_b m.0.0 0.597 0.003 0.612 89 0.608 88
m.1.0 0.045 0.002 0.072 0.082
m.1.1 0.127 0.001 0.129 0.126
m.2.1 0.072 0.005 0.087 0.078
m.2.2 0.066 0.009 0.011 0.024
m.3.2 0.093 0.012 0.089 0.081
DHAP_a m.0 0.959 0.003 0.951 4 0.962 1
m.1 0.041 0.003 0.048 0.038
m.2 0.000 0.010 0.001 0.000
m.3 0.000 0.010 0.000 0.000
DHAP_b m.0 0.715 0.001 0.726 16 0.719 35
m.1 0.071 0.005 0.079 0.087
m.2 0.041 0.001 0.033 0.044
m.3 0.173 0.002 0.161 0.149
F6P_a m.0 0.894 0.009 0.920 30 0.932 67
m.1 0.100 0.001 0.077 0.066
m.2 0.005 0.009 0.003 0.002
m.3 0.001 0.001 0.000 0.000
m.4 0.000 0.010 0.000 0.000
m.5 0.000 0.010 0.000 0.000
m.6 0.000 0.010 0.000 0.000
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Tabelle E.4: Fortsetzung - Massenisotopomer-Anteile in der zweiten Wachstumsphase.
Metabolit/ Std.- mit ED ohne ED
Massenisotopomer gemessen Abw. simuliert Res. simuliert Res.
F6P_b m.0 0.502 0.017 0.457 56 0.448 111
m.1 0.191 0.002 0.199 0.201
m.2 0.083 0.008 0.122 0.145
m.3 0.125 0.010 0.125 0.112
m.4 0.053 0.011 0.062 0.062
m.5 0.032 0.014 0.027 0.023
m.6 0.014 0.001 0.009 0.009
FBP_a m.0 0.887 0.013 0.914 9 0.928 27
m.1 0.096 0.006 0.083 0.070
m.2 0.017 0.015 0.003 0.002
m.3 0.000 0.010 0.000 0.000
m.4 0.000 0.010 0.000 0.000
m.5 0.000 0.010 0.000 0.000
m.6 0.000 0.010 0.000 0.000
FBP_b m.0 0.463 0.002 0.489 64 0.492 71
m.1 0.126 0.020 0.162 0.154
m.2 0.084 0.006 0.092 0.099
m.3 0.220 0.014 0.172 0.181
m.4 0.041 0.003 0.048 0.041
m.5 0.031 0.002 0.020 0.017
m.6 0.034 0.001 0.016 0.017
G6P_a m.0 0.858 0.001 0.920 236 0.932 349
m.1 0.120 0.003 0.077 0.066
m.2 0.018 0.001 0.003 0.002
m.3 0.002 0.001 0.000 0.000
m.4 0.001 0.001 0.000 0.000
m.5 0.000 0.010 0.000 0.000
m.6 0.000 0.010 0.000 0.000
G6P_b m.0 0.461 0.021 0.457 37 0.448 39
m.1 0.214 0.004 0.199 0.201
m.2 0.116 0.015 0.122 0.145
m.3 0.135 0.010 0.125 0.112
m.4 0.041 0.000 0.062 0.062
m.5 0.017 0.000 0.027 0.023
m.6 0.016 0.001 0.009 0.009
GAP_a m.0 0.973 0.024 0.948 2 0.962 0
m.1 0.027 0.024 0.052 0.038
m.2 0.000 0.010 0.001 0.000
m.3 0.000 0.010 0.000 0.000
GAP_b m.0 0.577 0.008 - - - -
m.1 0.041 0.001 - -
m.2 0.252 0.019 - -
m.3 0.131 0.010 - -
GLY_b m.0 0.658 0.001 0.663 1 0.655 1
m.1 0.201 0.015 0.199 0.214
m.2 0.141 0.014 0.138 0.131
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Tabelle E.4: Fortsetzung - Massenisotopomer-Anteile in der zweiten Wachstumsphase.
Metabolit/ Std.- mit ED ohne ED
Massenisotopomer gemessen Abw. simuliert Res. simuliert Res.
GLT_a m.0 0.014 0.001 0.009 7 0.009 7
m.1 0.916 0.016 0.939 0.939
m.2 0.060 0.009 0.050 0.050
m.3 0.009 0.002 0.001 0.001
m.4 0.000 0.000 0.000 0.000
m.5 0.000 0.020 0.000 0.000
m.6 0.000 0.010 0.000 0.000
PEP_a m.0 0.950 0.003 0.948 30 0.962 86
m.1 0.050 0.003 0.052 0.038
m.2 0.000 0.010 0.001 0.000
m.3 0.000 0.010 0.000 0.000
PEP_b m.0 0.692 0.001 0.758 250 0.719 130
m.1 0.080 0.003 0.042 0.087
m.2 0.031 0.001 0.010 0.044
m.3 0.197 0.004 0.190 0.149
PHE_a m.0.0 0.794 0.012 0.876 156 0.898 202
m.1.0 0.021 0.002 0.029 0.016
m.1.1 0.162 0.008 0.088 0.081
m.2.1 0.001 0.001 0.003 0.001
m.2.2 0.022 0.001 0.004 0.003
m.3.2 0.000 0.010 0.000 0.000
m.3.3 0.000 0.010 0.000 0.000
m.4.3 0.000 0.010 0.000 0.000
m.4.4 0.000 0.010 0.000 0.000
m.5.4 0.000 0.010 0.000 0.000
m.5.5 0.000 0.010 0.000 0.000
m.6.5 0.000 0.010 0.000 0.000
m.6.6 0.000 0.010 0.000 0.000
m.7.6 0.000 0.010 0.000 0.000
m.7.7 0.000 0.010 0.000 0.000
m.8.7 0.000 0.010 0.000 0.000
m.8.8 0.000 0.010 0.000 0.000
m.9.8 0.000 0.010 0.000 0.000
PHE_b m.0.0 0.408 0.003 0.389 74 0.366 120
m.1.0 0.014 0.000 0.012 0.026
m.1.1 0.135 0.007 0.103 0.114
m.2.1 0.010 0.000 0.006 0.012
m.2.2 0.115 0.004 0.110 0.129
m.3.2 0.075 0.003 0.102 0.085
m.3.3 0.076 0.005 0.085 0.068
m.4.3 0.028 0.001 0.027 0.026
m.4.4 0.052 0.002 0.060 0.073
m.5.4 0.022 0.001 0.029 0.028
m.5.5 0.020 0.001 0.019 0.019
m.6.5 0.017 0.001 0.021 0.014
m.6.6 0.011 0.001 0.014 0.018
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Tabelle E.4: Fortsetzung - Massenisotopomer-Anteile in der zweiten Wachstumsphase.
Metabolit/ Std.- mit ED ohne ED
Massenisotopomer gemessen Abw. simuliert Res. simuliert Res.
m.7.6 0.009 0.001 0.015 0.015
m.7.7 0.001 0.000 0.000 0.001
m.8.7 0.003 0.000 0.004 0.003
m.8.8 0.000 0.010 0.000 0.001
m.9.8 0.002 0.000 0.003 0.003
PYR_b m.0 0.547 0.010 0.571 16 0.719 861
m.1 0.249 0.007 0.228 0.087
m.2 0.025 0.002 0.024 0.044
m.3 0.179 0.015 0.177 0.149
R5P_a m.0 0.887 0.013 0.937 50 0.945 71
m.1 0.080 0.005 0.062 0.054
m.2 0.024 0.003 0.002 0.001
m.3 0.001 0.002 0.000 0.000
m.4 0.007 0.013 0.000 0.000
m.5 0.000 0.010 0.000 0.000
R5P_b m.0 0.603 0.009 0.614 9 0.607 29
m.1 0.146 0.015 0.132 0.147
m.2 0.046 0.008 0.055 0.060
m.3 0.086 0.006 0.079 0.060
m.4 0.030 0.002 0.038 0.044
m.5 0.089 0.006 0.081 0.083
S7P_a m.0 0.883 0.007 0.916 39 0.925 63
m.1 0.098 0.006 0.081 0.073
m.2 0.018 0.002 0.003 0.002
m.3 0.001 0.001 0.000 0.000
m.4 0.000 0.010 0.000 0.000
m.5 0.000 0.010 0.000 0.000
m.6 0.000 0.010 0.000 0.000
m.7 0.000 0.010 0.000 0.000
S7P_b m.0 0.434 0.007 0.427 9 0.435 37
m.1 0.201 0.001 0.196 0.188
m.2 0.137 0.003 0.142 0.151
m.3 0.097 0.001 0.090 0.077
m.4 0.051 0.002 0.059 0.057
m.5 0.056 0.004 0.063 0.066
m.6 0.015 0.000 0.016 0.016
m.7 0.008 0.002 0.009 0.011
SER_a m.0.0 0.882 0.007 0.895 25 0.908 33
m.1.0 0.067 0.006 0.079 0.068
m.1.1 0.045 0.003 0.024 0.022
m.2.1 0.002 0.002 0.002 0.002
m.2.2 0.003 0.001 0.000 0.000
m.3.2 0.000 0.010 0.000 0.000
SER_b m.0.0 0.595 0.003 0.612 64 0.608 52
m.1.0 0.059 0.004 0.072 0.082
m.1.1 0.131 0.004 0.129 0.126
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Tabelle E.4: Fortsetzung - Massenisotopomer-Anteile in der zweiten Wachstumsphase.
Metabolit/ Std.- mit ED ohne ED
Massenisotopomer gemessen Abw. simuliert Res. simuliert Res.
m.2.1 0.076 0.001 0.087 0.078
m.2.2 0.042 0.002 0.011 0.024
m.3.2 0.097 0.001 0.089 0.081
TRP_a m.0.0 0.777 0.042 0.866 11 0.883 15
m.1.1 0.208 0.059 0.125 0.111
m.2.2 0.017 0.015 0.008 0.006
m.3.3 0.000 0.010 0.000 0.000
m.4.4 0.000 0.000 0.000 0.000
m.5.5 0.000 0.000 0.000 0.000
m.6.6 0.000 0.000 0.000 0.000
m.7.7 0.000 0.010 0.000 0.000
m.8.8 0.000 0.000 0.000 0.000
m.9.9 0.000 0.000 0.000 0.000
m.10.10 0.000 0.000 0.000 0.000
m.11.11 0.000 0.010 0.000 0.000
TRP_b m.0.0 0.334 0.005 0.315 42 0.309 53
m.1.1 0.176 0.004 0.143 0.156
m.2.2 0.161 0.007 0.130 0.141
m.3.3 0.137 0.005 0.132 0.109
m.4.4 0.087 0.001 0.098 0.106
m.5.5 0.053 0.008 0.087 0.086
m.6.6 0.034 0.001 0.042 0.042
m.7.7 0.011 0.002 0.025 0.025
m.8.8 0.007 0.005 0.014 0.013
m.9.9 0.000 0.010 0.008 0.009
m.10.10 0.000 0.010 0.002 0.002
m.11.11 0.000 0.000 0.001 0.002
TYR_a m.0.0 0.835 0.008 0.876 182 0.898 250
m.1.0 0.017 0.005 0.029 0.016
m.1.1 0.148 0.003 0.088 0.081
m.2.1 0.000 0.010 0.003 0.001
m.2.2 0.000 0.010 0.004 0.003
m.3.2 0.000 0.010 0.000 0.000
m.3.3 0.000 0.010 0.000 0.000
m.4.3 0.000 0.010 0.000 0.000
m.4.4 0.000 0.010 0.000 0.000
m.5.4 0.000 0.010 0.000 0.000
m.5.5 0.000 0.010 0.000 0.000
m.6.5 0.000 0.010 0.000 0.000
m.6.6 0.000 0.010 0.000 0.000
m.7.6 0.000 0.010 0.000 0.000
m.7.7 0.000 0.010 0.000 0.000
m.8.7 0.000 0.010 0.000 0.000
m.8.8 0.000 0.010 0.000 0.000
m.9.8 0.000 0.010 0.000 0.000
TYR_b m.0.0 0.457 0.006 0.389 186 0.366 313
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Tabelle E.4: Fortsetzung - Massenisotopomer-Anteile in der zweiten Wachstumsphase.
Metabolit/ Std.- mit ED ohne ED
Massenisotopomer gemessen Abw. simuliert Res. simuliert Res.
m.1.0 0.017 0.003 0.012 0.026
m.1.1 0.137 0.019 0.103 0.114
m.2.1 0.009 0.000 0.006 0.012
m.2.2 0.109 0.010 0.110 0.129
m.3.2 0.067 0.013 0.102 0.085
m.3.3 0.086 0.003 0.085 0.068
m.4.3 0.000 0.010 0.027 0.026
m.4.4 0.051 0.001 0.060 0.073
m.5.4 0.024 0.002 0.029 0.028
m.5.5 0.021 0.005 0.019 0.019
m.6.5 0.014 0.003 0.021 0.014
m.6.6 0.000 0.010 0.014 0.018
m.7.6 0.008 0.002 0.015 0.015
m.7.7 0.000 0.010 0.000 0.001
m.8.7 0.000 0.010 0.004 0.003
m.8.8 0.000 0.010 0.000 0.001
m.9.8 0.000 0.010 0.003 0.003
RX5P_a m.0 0.920 0.004 0.936 18 0.944 37
m.1 0.067 0.004 0.062 0.054
m.2 0.014 0.001 0.002 0.001
m.3 0.000 0.010 0.000 0.000
m.4 0.000 0.010 0.000 0.000
m.5 0.000 0.010 0.000 0.000
RX5P_b m.0 0.618 0.004 0.623 18 0.618 18
m.1 0.135 0.001 0.116 0.120
m.2 0.060 0.007 0.063 0.077
m.3 0.077 0.001 0.083 0.070
m.4 0.028 0.001 0.029 0.025
m.5 0.083 0.003 0.087 0.090
fm_BM 0.061 0 0.061 0
fm_Glt 0.695 1 0.682 1
fm_Glu 0.000 4 0.000 6
fm_POA 0.000 0 0.000 0
fm_Pen 0.000 0 0.000 0
fm_PenV 0.000 0 0.000 0
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Abbildung E.2: Geschätzte Stoffflussverteilungen für P. chrysogenum in den bei-
den Wachstumsphasen des Batch-Prozesses auf definiertem Glucose-
medium unter Verwendung eines fokussierten Stoffwechselnetzwerks
ohne ED. Dargestellt sind die aus der Anwendung der 13C-MFA re-
sultierenden Nettoflüsse in [mmol gBTM−1 h−1].
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Tabelle E.5: Geschätzte Netto-Stoffflüsse für P. chrysogenum in den beiden Wachs-
tumsphasen des Batch-Prozesses auf definiertem Glucosemedium unter
Verwendung eines fokussierten Stoffwechselnetzwerks mit bzw. ohne Be-
rücksichtigung des ED. Alle Werte in [mmol gBTM−1 h−1].
Stofffluss mit ED ohne ED
1. Phase 2. Phase 1. Phase 2. Phase
Ac3 0.05 8E-07 7E-07 7E-07
Ala1 0.02 0.02 0.02 0.02
ana1 0.05 0.05 0.05 0.05
ana2 1E-06 0.24 9E-07 0.70
ana3 0.23 -0.02 0.22 -0.48
Asp1 0.01 1E-06 1E-06 0.11
Asp1b 0.10 0.11 0.10 5E-07
BIOM_IN 0.51 0.50 0.51 0.50
BIOM_ex 0.51 0.50 0.51 0.50
BM_AAA 2E-03 2E-03 2E-03 2E-03
BM_ALA 0.02 0.02 0.02 0.02
BM_ARAB 6E-04 6E-04 6E-04 6E-04
BM_ARG 0.01 0.01 0.01 0.01
BM_ASN 0.01 0.01 0.01 0.01
BM_ASP 0.02 0.02 0.02 0.02
BM_AcCoA 0.07 0.07 0.07 0.07
BM_CO2 0.01 0.01 0.01 0.01
BM_CYS 1E-05 1E-05 1E-05 1E-05
BM_Cyst 2E-04 2E-04 2E-04 2E-04
BM_EC1 0.01 0.01 0.01 0.01
BM_ERY 1E-03 1E-03 1E-03 1E-03
BM_FUM 4E-05 4E-05 4E-05 4E-05
BM_GALAC 0.02 0.02 0.02 0.02
BM_GAP 7E-04 7E-04 7E-04 7E-04
BM_GLN 0.02 0.02 0.02 0.02
BM_GLU 0.02 0.02 0.02 0.02
BM_GLUC 0.07 0.07 0.07 0.07
BM_GLUCOS 0.01 0.01 0.01 0.01
BM_GLY 0.03 0.03 0.03 0.03
BM_HIS 5E-03 5E-03 5E-03 5E-03
BM_ICIT 7E-05 7E-05 7E-05 7E-05
BM_ILE 0.01 0.01 0.01 0.01
BM_LEU 0.02 0.02 0.02 0.02
BM_LYS 0.01 0.01 0.01 0.01
BM_MAN 0.02 0.02 0.02 0.02
BM_MANNOSE 0.01 0.01 0.01 0.01
BM_MET 4E-03 4E-03 4E-03 4E-03
BM_ORN 3E-04 3E-04 3E-04 3E-04
BM_PHE 0.01 0.01 0.01 0.01
BM_PRO 0.01 0.01 0.01 0.01
BM_R5P 0.01 0.01 0.01 0.01
BM_SER 0.02 0.02 0.02 0.02
E.3 Stoffflusslagen beider Wachstumsphasen LI
Tabelle E.5: Fortsetzung - Geschätzte Netto-Stoffflüsse für P. chrysogenum.
Stofffluss mit ED ohne ED
1. Phase 2. Phase 1. Phase 2. Phase
BM_THR 0.01 0.01 0.01 0.01
BM_TRP 0.01 0.01 0.01 0.01
BM_TYR 0.01 0.01 0.01 0.01
BM_VAL 0.02 0.02 0.02 0.02
Byprod_ex 5E-07 5E-07 5E-07 5E-07
CHOR 0.03 0.02 0.03 0.02
CO2_ex 5.87 1.88 5.87 1.81
Cys1 5E-04 5E-04 5E-04 5E-04
Cys2 2E-04 2E-04 2E-04 2E-04
ed1 0.15 0.34 - -
ed2 0.15 0.34 - -
Glc_1 0.61 2E-04 0.61 2E-04
Glt_1 0.76 0.70 0.76 0.68
Glt_upt 0.76 0.70 0.76 0.68
Gly1 4E-07 4E-07 0.01 1E-03
Gly2 -0.02 -0.02 -0.01 -0.02
Help_RU5P 1E-04 5E-07 1E-04 5E-07
Help_RU5P_X5P 1E-04 1E-04 1E-04 1E-04
Help_X5P 5E-07 1E-04 5E-07 1E-04
His2 5E-03 5E-03 5E-03 5E-03
Ileu1 0.01 0.01 0.01 0.01
Leu1 0.02 0.02 0.02 0.02
Lys1 0.01 0.01 0.01 0.01
Lys2 0.01 0.01 0.01 0.01
Met1 4E-03 4E-03 4E-03 4E-03
PEN_ex 1E-06 1E-06 1E-06 1E-06
ppp1 0.28 0.21 0.23 0.25
ppp2 0.88 0.57 0.99 0.93
ppp3 0.56 0.35 0.63 0.60
ppp4 0.32 0.21 0.35 0.33
ppp5 0.29 0.19 0.33 0.31
ppp6 0.29 0.19 0.33 0.31
ppp7 0.27 0.16 0.30 0.29
Pen0 3E-06 2E-06 3E-06 2E-06
Pen1 5E-07 5E-07 5E-07 5E-07
Pen2 3E-06 2E-06 3E-06 2E-06
Pen3 2E-06 2E-06 2E-06 2E-06
Pen_Syn_CYS 3E-06 2E-06 3E-06 2E-06
Pen_Syn_VAL 3E-06 2E-06 3E-06 2E-06
Phe1 0.01 0.01 0.01 0.01
Poa_IN 2E-06 2E-06 2E-06 2E-06
Ser1 0.02 0.02 0.03 0.02
Ser2 0.02 0.02 0.03 0.02
Ser4 5E-04 5E-04 5E-04 5E-04
Tca1 1.69 0.51 1.72 0.37
Tca2 1.69 0.46 1.65 0.32
LII Anhang E 13C-Stoffflussanalyse
Tabelle E.5: Fortsetzung - Geschätzte Netto-Stoffflüsse für P. chrysogenum.
Stofffluss mit ED ohne ED
1. Phase 2. Phase 1. Phase 2. Phase
Tca5a 0.81 0.20 0.79 0.12
Tca5b 0.81 0.20 0.79 0.12
Thr1 0.06 0.06 0.05 0.06
Thr2 -0.05 -0.05 -0.03 -0.05
Trans_AcCoA 1E-06 0.05 0.07 0.06
Trans_CO2 4.79 1.40 4.74 1.43
Trans_OAA -0.06 0.19 -0.05 0.55
Trans_Pyr 2.03 0.61 2.04 5E-07
Trp1 0.01 0.01 0.01 0.01
Trp2 0.01 0.01 0.01 0.01
Trp3 0.01 0.01 0.01 0.01
Trp4 0.01 0.01 0.01 0.01
Tyr1 0.01 0.01 0.01 0.01
Val1 0.02 0.02 0.02 0.02
bisACV_IPN_ex 1E-06 5E-07 2E-06 5E-07
gly1 0.61 2E-04 0.61 2E-04
gly2 0.24 -0.30 0.29 -0.34
gly3 0.76 0.01 0.88 0.22
gly4 0.76 0.01 0.88 0.22
gly4b 0.76 0.01 0.88 0.22
gly5 1.94 0.52 2.06 0.71
gly6 1.92 0.50 2.03 0.69
gly7 1.92 0.50 2.03 0.69
Anhang F Metabolomanalyse
F.1 Methodenentwicklung: Waschen gequenchter
Biomasse
Tabelle F.1: Metabolitkonzentrationen der Waschlösungen nach ein- (cW_1) bzw. zwei-
maligem (cW_2) Waschen der gequenchten Biomasse mit Quenchinglösung
(60 %-iges MeOH). Alle Werte in [µmol gBTM−1].
Metabolit cW_1 ∆cW_1 cW_2 ∆cW_2
G6P 0.05 0.01 0.02 0.00
F6P 0.01 0.00 0.00 0.00
DHAP 0.01 0.00 0.01 0.00
23PG 0.00 0.00 - -
R5P 0.02 0.00 0.01 0.00
RX5P 0.04 0.00 0.04 0.00
ACN 0.01 0.00 0.01 0.00
AMP 0.02 0.00 0.03 0.01
ADP - - - -
ATP - - - -
NAD 0.02 0.01 0.02 0.01
NADH - - - -
NADP - - - -
NADPH - - - -
NAS 0.07 0.00 0.07 0.00
DHIV 0.05 0.05 0.01 -
2AAA 0.12 0.02 0.11 0.02
6APA 23146 2277 4265 0.26
6OPC 4818 0.12 0.87 0.14
PenV 32686 4107 10876 0.54
ACV 0.15 0.05 0.14 0.11
3PHP 0.02 0.00 0.01 0.00
3PS 0.05 - - -
ASP 0.22 0.05 0.11 0.05
CYS - - - -
SER 0.22 0.07 0.18 0.07
ASN 0.48 0.19 0.43 0.18
THR 0.27 0.08 0.25 0.09
GLN 2442 1087 2689 1201
TYR 0.10 0.02 0.04 0.01
PRO 0.33 0.12 0.30 0.12
ALA 4051 1669 4139 1707
MET 0.06 0.01 0.04 0.01
VAL 0.23 0.04 0.13 0.07
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Tabelle F.1: Fortsetzung - Metabolitkonzentrationen der Waschlösungen.
Metabolit cW_1 ∆cW_1 cW_2 ∆cW_2
PHE 0.10 0.02 0.06 0.02
LEU/ILE 0.17 0.05 0.12 0.07
TRP 0.04 0.00 0.03 0.01
PYR 0.16 0.03 0.09 0.01
ACN 0.14 0.00 0.14 0.00
AKG 0.19 0.05 0.09 0.05
SUC 0.56 0.37 0.59 0.45
FUM 0.26 0.05 0.22 0.07
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F.2 Methodenentwicklung: Verhältnis Biomasse zu
Extraktionsvolumen
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Abbildung F.1: Konzentrationen ausgewählter Metabolite in Zellextrakten von
P. chrysogenum bei Variation des Verhältnisses zwischen Biomasse
und Extraktionsvolumen (mg BTM pro mL MeOH/TE-Puffer).
Teil 1/2.
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Abbildung F.1: Konzentrationen ausgewählter Metabolite in Zellextrakten von
P. chrysogenum bei Variation des Verhältnisses zwischen Biomasse
und Extraktionsvolumen (mg BTM pro mL MeOH/TE-Puffer).
Teil 2/2.
F.3 Exometabolom LVII
F.3 Exometabolom
G6P, DHAP, SER, ASP, PHE, TYR, 
TRP, THR, ILE/LEU, GLY 
VAL, F6P, 6PG, R5P, RX5P, S7P, 
SUC, FUM, GLU, ASN, PRO, ALA 
AKG, PYR, GLN,  
2AAA, PenV, 6APA 
Typ 1 Typ 2 Typ 3
Abbildung F.2: Kategorisierung extrazellulärer Metabolite anhand ihrer qualitativen
Verläufe während der Exometabolomanalyse im Batch-Prozess mit
P. chrysogenum. Erläuterungen der drei Typen im Text.
F.4 Endometabolom
Tabelle F.2: Intrazelluläre Metabolitkonzentrationen während des Batch-Prozesses mit
P. chrysogenum auf definiertem Glucosemedium. Gegenübergestellt sind
die Poolgrößen der 1. (cin_8h) und 2. (cin_19h) exponentiellen Wachstums-
phase nach 8 h bzw. 19 h Prozessdauer. Alle Werte in [µmol gBTM−1].
Metabolit cin_8 h ∆cin_8 h cin_19 h ∆cin_19 h
G6P 1.669 0.127 0.702 0.055
F6P 0.668 0.055 0.258 0.018
DHAP 0.751 0.059 0.342 0.023
GAP 0.336 0.025 0.187 0.013
23PG 2.006 0.205 3.062 0.203
PEP 0.395 0.031 0.298 0.020
PYR 0.311 0.073 0.693 0.076
6PG 0.230 0.023 0.310 0.022
R5P 0.704 0.057 0.495 0.036
RX5P 1.048 0.079 0.651 0.043
S7P 1.734 0.128 1.095 0.073
AKG 0.577 0.044 0.539 0.036
SUC 2.494 0.282 1.434 0.097
FUM 3.551 0.297 2.528 0.273
AMP 0.855 0.065 1.058 0.080
ADP 1.897 0.142 2.326 0.155
ATP 2.257 0.186 2.508 0.169
NAD 2.692 0.209 2.585 0.170
NADP 0.923 0.068 0.659 0.048
NADPH 0.164 0.017 0.310 0.068
LVIII Anhang F Metabolomanalyse
Tabelle F.2: Fortsetzung - Intrazelluläre Metabolitkonzentrationen.
Metabolit cin_8 h ∆cin_8 h cin_19 h ∆cin_19 h
VAL 2.797 0.322 2.911 0.231
2AAA 0.463 0.034 0.509 0.033
CYS 0.256 0.024 0.610 0.047
PenV 0.286 0.021 0.788 0.052
ACV 2.872 0.378 27.354 1.810
6APA 6.327 0.487 10.111 0.706
GLU 127.237 9.484 107.364 8.364
ALA 47.634 3.732 37.340 3.202
GLN 24.324 1.904 28.198 1.955
ASP 16.884 1.332 10.410 0.881
THR 11.234 0.859 9.675 0.704
SER 5.121 0.423 5.133 0.426
ASN 3.895 0.295 5.033 0.416
HIS 3.733 0.276 1.310 0.122
PRO 1.965 0.174 1.485 0.124
ILE/LEU 1.157 0.094 1.337 0.131
HSE 1.541 0.115 0.736 0.053
ARG 1.005 0.186 1.107 0.078
MET 0.804 0.061 0.493 0.040
LYS 0.460 0.048 0.603 0.042
PHE 0.307 0.023 0.358 0.034
TYR 0.223 0.017 0.315 0.022
TRP 0.186 0.031 0.085 0.010
3PHP 4.797 2.370 1.727 0.275
3PS 0.109 0.009 0.073 0.005
DHIV 0.221 0.018 0.227 0.015
GLT 77.749 144.619 13.911 1.034
